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A A NONO 


PRODUCCION Y CONTROL DE CALIDAD DE LA VACUNA ANTIAFTOSA 
EN AMERICA DEL SUR! 


A. Alonso Ferndndez?, R. Casas Olascoaga? H.G. Bahnemann? V.M. Astudillo? 
M.S. Sóndahl”, |. Gomes? J. Baltar? G. Fernández? 


RESUMEN 


En lo que se refiere a producción de vacuna an- 
tiaftosa en América del Sur, los años de las décadas 
del 50, 60 y parte del 70 fueron aprovechados para 
crear una infraestructura de laboratorios de pro- 
ducción capaces de producir vacuna antiaftosa en 
cantidad suficiente para suplir las necesidades de 
los programas. 

Esa infraestructura se ha desarrollado significa- 
tivamente en el sector privado y en el oficial, dis- 
poniéndose actualmente de laboratorios de jerar- 
quía y tecnología avanzada en la mayoría de los 
países de América del Sur. 

Paralelamente se creó la infraestructura de los 
laboratorios oficiales de control. A la vez se dicta- 
ron normas que debían cumplir los laboratorios de 
producción y las vacunas por ellos elaboradas. 
Igualmente se definieron los controles de calidad 
a que debían ser sometidas las vacunas y las exi- 
gencias mínimas de las pruebas de protección para 
aprobar cada serie. 

En la actualidad, el paso más importante para 
controlar y erradicar la fiebre aftosa es mejorar la 
vigilancia epidemiológica, unida a una aplicación 
racional estratégica de la vacuna, de acuerdo con 
los ecosistemas de la enfermedad en el continente. 





1 Presentado en la Reunión de la Comisión Europea para 
el Control de la Fiebre Aftosa, Rio de Janziro, Brasil, 15- 
18 octubre 1985. Publicación autorizada. 

Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (OPS/OMS), 
Caixa Postal 589, 20001 Rio de Janeiro, RJ, Brasil. 

? Dirección de Lucha contra la Fiebre Aftosa (DILFA), 
Ruta Brig. Gral. Juan Antonio Lavalleja, Km 29, Pando, 
Canelones, Uruguay. 

“sE LAB, Servicios de Laboratorio del Servicio Naciona! 
de Sanidad Animal, Avenida Fleming 1653, Martínez, 
Pcia. de Buenos Aires, Argentina. 


INTRODUCCION 


En 1984, la América del Sur disponía de una 
población bovina de 224 millones de cabezas reu- 
nidas en aproximadamente 4.245.000 rebaños, 
los cuales ocupaban un área de cerca de 17 millo- 
nes de km? (6). Esta enorme población es explota- 
da casi exc!usivamente de forma extensiva, con los 
animales mantenidos permanentemente al aire li- 
bre y sometidos a una gran movilización motivada 
por los tipos de manejo y comercialización. 

La fiebre aftosa está presente en varios países 
de la región y su forma de ocurrencia depende de 
los ecosistemas de la enfermedad. La Fig. 1 mues- 
tra, para 1984, los diferentes ecosistemas predomi- 
nantes en los países de América del Sur. 

La importancia económica de la fiebre aftosa, 
debido a las pérdidas que ocasiona y a su interfe- 
rencia en el comercio interpaíses, determinó que 
los gobiernos de la mayoría de los países de Amé- 
rica del Sur estableciesen programas de control y 
erradicación de la enfermedad. Uno de los méto- 
dos de combate más utilizado en estos programas 
ha sido la inmunización masiva de la población bo- 
vina. Dicha modalidad de lucha obligó a los países 
a Crear una importante infraestructura para produ- 
cir y controlar la vacuna antiaftosa necesaria para 
suplir la demanda de los programas. 


VACUNA ANTIAFTOSA INACTIVADA 


Antígeno 

La primera vacuna antiaftosa disponible er 
América del Sur fue preparada en 1944 por el Ins- 
tituto de Pesquisas Veterinarias Desidério Fina- 
mor, Porto Alegre, Brasil. En Uruguay, el Centro 
de Investigaciones Veterinarias Miguel C. Rubino, 
del Ministerio de Agricultura y Pesca, inició la ela- 
boración de vacuna en 1946, y Argentina hizo lo 
mismo por intermedio del Laboratorio Santi 


Bol. Centro Panamericano Fiebre Aftosa 51 





FIGS SE 





O indemne 
Ocasional 

Endémico primario 
Endémico secundario 
Ocasional alto riesgo 


FIGURA 1. Ecosistemas de fiebre aftosa. América del Sur, 1984 


A. Alonso Fernández et al. 





Espiritu, en 1948. Los tres laboratorios utilizaban 
el método Waldmann. En 1953 el Instituto de Fie- 
bre Aftosa del Ministerio de Agricultura y Cria de 
Venezuela inició ta producción por el método de 
Frenkel. En 1954, en Uruguay, Cooper McDougall 
and Robertson fue el primer laboratorio privado 
que también comenzó a elaborar vacuna por el 
método Frenkel. 

En las décadas del 50 y 60, los países produje- 
ron vacuna antiaftosa por los métodos de Wald- 
mann y Frenkel, con excepción de Brasil que, 
durante gran parte de los decenios del 60 y 70, 
elaboró un alto porcentaje de vacuna a partir de 
antígeno obtenido en conejo neonato. También 
en la década del 60 algunos laboratorios privados, 
en Argentina, produjeron cantidades limitadas de 
vacuna con antígeno obtenido de neonatos de 
bovino. En la década de! 70 se inició la producción 
en gran escala de antígeno de la fiebre aftosa pro- 
ducido en cultivos celulares, principalmente en sus- 
pensión con células BHK. 

En la actualidad, cerca de 350 millones de 
dosis de vacuna son elaboradas por año con 
antígeno obtenido en cultivo celular y 75 millo- 
nes por el método de Frenkel. De este total de 
425 millones, 391 millones incluyen los antíge- 
nos O, A y C, y 34 millones son bivalentes O y A. 
El Cuadro 1 muestra la producción de vacunas 
por los países de América del Sur en el período 





1980-84. La Fig. 2 muestra la localización y núme- 
ro de tos laboratorios productores de vacuna en 
América del Sur. 


Inactivantes 

En la producción de vacuna antiaftosa, la mayo- 
ría de los laboratorios, principalmente los que pro- 
ducen los antígenos en cultivos celulares, utilizan 
los inactivantes de primer orden y entre ellos, la 
etilenimina binaria (BEI) es la que tiene preferen- 
cia (3). No obstante, varios laboratorios que utili- 
zan el método de Frenkel para producción de 
antígeno aún emplean el formol como inactivante. 
En Brasil y Colombia, solamente son permitidos 
los inactivantes de primer orden, mientras que en 
la Argentina, Paraguay y Uruguay se utilizan am- 
bos tipos de inactivantes. 


Adyuvantes 

Los adyuvantes más empleados en la produc- 
ción de las vacunas antiaftosa son el hidróxido de 
aluminio más saponina con excepción de Perú que 
no utiliza la saponina. 

Aproximadamente 20 millones de dosis de 
vacuna trivalente son elaboradas con adyuvante 
incompleto de Freund en forma de emulsión pri- 
maria (2), con antígeno inactivado común o con 
antígeno inactivado concentrado en hidróxido de 
aluminio (7). 


CUADRO 1. Producción disponible (miles de dosis) de vacuna antiaftosa, 
por país y año. América del Sur, 1980-1984 








País 1980 1981 1982 1983 1984 
Argentina 182.400 169.600 116.200 131.000 158.300 
Bolivia 700 200 1.000 400 400 
Brasi! 224.100 219.100 233.200 177.400 203.300 
Colombia 32.700 27.000 22.800 22.400 24.600 
Chile 400 50º 1008 502 50? 
Ecuador 1.400 1.700 1.900 1.800 1.200 
Paraguay 11.900 10.400 13.900 9.700 12.800 
Perú 1.600 a 1.300 1.500 1.500 
Uruguay 51.500 44.700 30.400 38.000 29.800 
Venezuela 12.400 12.700 12.000 12.200 8.300 

Total 519.100 485.450 432.800 394.450 440.250 





a Para situaciones de emergencia, elaboradas por el CPFA. 
... Sin información. 
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FIGURA 2. Laboratorios de producción de vacuna antiaftosa. América del Sur, 1984 


A. Alonso Fernández et al. 


VACUNA DE VIRUS VIVO ATENUADO 


En la década del 60 varios países, entre ellos 
Africa del Sur, Brasil, Inglaterra, Israel, Tailandia 
y Venezuela, dedicaron tiempo y esfuerzos para 
obtener vacunas antiaftosa con virus vivo atenuado 
y las utilizaron en carácter experimental. Sin em- 
bargo, algunos inconvenientes como dificultad de 
atenuación sin pérdida de inmunogenidad por el 
antígeno, diferentes grados de sensibilidad para las 
especies susceptibles, patogenicidad para porcinos, 
dificultad de conservación, neutralización del virus 
provocada por anticuerpos en los animales previa- 
mente vacunados, posibilidad de reversión a la vi- 
rulencia, etc., aconsejaron la no utilización de esta 
vacuna. Por otro lado, las objeciones de los países 
importadores de adquirir carnes de regiones donde 
se utilizaba ese tipo de vacunas, contribuyeron 
mucho para que los experimentos de atenuación 
de los virus de la fiebre aftosa fuesen abandonados. 


N 


Solamente Venezuela todavía utiliza ese método 
de producción de vacuna en substitución de la 
vacuna inactivada (9). 


NECESIDADES Y SITUACION DE LA 
VACUNA ANTIAFTOSA EN 
AMERICA DEL SUR 


En 1984, en América del Sur, 184.663.200 bo- 
vinos se encontraban incluidos en el programa de 
control de la fiebre aftosa (Cuadro 2). Por lo tan- 
to, sólo para mantener esa especie adecuadamente 
inmunizada durante todo el afio serían necesarias 
aproximadamente 550 millones de dosis de vacu- 
nas hidróxido de aluminio-saponina. 

Sin embargo, en las condiciones ecológicas 
sudamericanas es de interés primordial disponer de 
vacunas que confieran duración de inmunidad más 
larga. En ese sentido, el Centro Panamericano 
de Fiebre Aftosa/Organización Panamericana de 


CUADRO 2. Cobertura de vacunación de bovines contra la fiebre aftosa. América del Sur, 1984 














Rebafios Población 
cobertura en programa vacunada cobertura 
País en programa vacunados (%) (x 1000) (x 1000) (%) 
Argentina 323.495 300.019 92,74 52.670.0 46.558.0 88,40 
Bolivia? 23.380 2.804 11,99 383,0 157,2 41,04 
Brasil b 1.522.690 800.453 52,57 79.239,7 54.134,3 68,32 
Colombia 441.818€ 268.5072 60,77 16.043,8 9.750,4º 60,77 
Ecuador 246.958 66.404 26,89 3.200,4 1.284,2 40,13 
Paraguay 197.164° 106.1997 53,86 7.186,2 3.870,7f 53,86 
Perú 464.1829 44.197 9,52 3.391,5 432,39 12,75 
Uruguay 64.929 45.405" 69,93 11.236,6 8.129,07 72,34 
Venezuela 115.404 21.557 18,68 11.312,0 3.497,2 30,92 
Totai 3.400.020 1.655.545 46,13 184.663,2 127.813,83 69,21 


a Departamentos de Cochabamba y Santa Cruz dos vacunaciones anuales. No incluye 186.116 bovinos vacunados en el 


área del Plan Piloto del Beni. 


b No incluye las cantidades de: Amazonas, Pará, Maranháo, Piauí, Amapá y Rondonia. 
C No incluye las cantidades de: Caquetá, Chocó, Arauca, Putumayo, Amazonas, Guainía, Vichada e islas San Andrés. 


d Cifras estimadas a partir del número de dosis aplicadas. 
è Datos estimados por el CPFA. 

f Media de las etapas de vacunación. 

9 Falta información de varios departamentos. 

fi Media de dos etapas de vacunación. 

FUENTE: Informes de los países a la COSALFA XII. 


SSS RE n, ret pee 


ia Salud (CPFA/OPS) realizó un considerable 
esfuerzo y aporte en el desarrollo de Ja vacuna 
antiaftosa con adyuvante oleoso para bovinos. 

La utilización de vacunas capaces de producir 
una maycr y más larga duración de la inmunidad 
(4) significará una economía substancial en el 
transporte, almacenamiento, cadena de frío, ma- 
nejo de rebaños, etc. Los gastos de aplicación se- 
rían reducidos y facilitaría la aplicación oficial 
cuando fuere necesario. Además permitiría una 
vigilancia, supervisión y fiscalización más eficaz, 
lográndose mayor efectividad en la protección de 
la población animal en programa. 

Las vacunas de hidróxido de aluniinio-saponina, 
actualmente en uso en la mayoría de los países, 
se aplican cada cuatro meses para mantener una 
inmunización adecuada de la poxlación animal. 
Los gastos de manejo de la vacuna son elevados 
y la fiscalización es costosa y difícil por la frecuen- 
cia de los ciclos de vacunación. 

En el Cuadro 3 se muestra las características de 
la vacuna antiaftosa elaborada durante 1983, sien- 
do las mismas similares a las producidas en 1984. 
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EVOLUCION DEL CONTROL DE CALIDAD 
DE LAS VACUNAS ANTIAFTOSA 
EN AMERICA DEL SUR 


En la década del 50 y parte del 60 se permitia 
ei uso de vacunas con contaminaciones, siempre 
que no fuesen provocadas por gérmenes patogéni- 
cos ni protsolíticos. Las pruebas de inocuidad no 
eran rigurosas, existiendo entretanto la posibi- 
lidad de presencia de virus activo que se inactiva- 
ría por el almacenamiento y maduración de la va- 
cuna a 4°C y por la acción residual del formal, 
único inactivante en la época. 

Los controles de potencia en varios países no 
eran muy frecuentes y la inmunogenicidad de las 
vacunas, en muchos casos, sólo era determinada 
por los títulos fijador del complemento e infec- 
cioso, obtenidos en las suspensiones de antígeno 
antes de ser inactivadas. 

En la década del 70 se dio énfasis a los con- 
troles de esterilidad e inocuidad y se complementó 
en varios países la estructura para realizar pruebas 
directas de potencia en bovinos e indirectas en 


CUADRO 3. Producción y control de potencia de la vacuna an tiaftosa. América del Sur, 1983 





Sistema de producción 





€EóÓOOO A mmaa a. 





O F y 
Nº Vacuna en miles de dosis 





as Series 
País Antig. Inact. Ady. prod. Prod. Control. Aprob. Dispon, 
TE 
Argentina 63% FK 60% Formol HS 86 126.500 126.560 126.000 131.000 
37% CC 40% 1ter.ord. OL 4 5.000 5.000 5.000 
Bolivia — — — — — — — 400 
Brasil 100% CC 100% 1er.ord. HS 133 222.600 222.500 173.100 177.400 
OL 7 600 600 600 
Colombia 160% CC 100% 1er.ord. HS 22 24.000 24.400 24.400 22.400 
OL 1 107 107 107 | 
Chile - — — — — - — 50 
Ecuador 100% FK 100% 1er.ord. HS 8 1.600 1.600 1.400 1.800 
Paraguay 51% FK 51% Formol 
49% CC 49% 1er.ord. HS 9 9.400 9.400 9,400 9.700 
Perú 100% FK 100% 1er.ord. HS 6 1.900 1.900 1.500 1.500 
Uruguay 34% FK 34% Formo! 
66% CC 66% 1er.ord. HS 70 39.000 39.000 39.000 38.000 
Venezuela 100% VVA — — — 11.100 11.100 12.200 


—— mm mm ee—e 2 U  ġA 


VVA = Virus vivo atenuado. 


FK = Frenkel. CC = Cultivo celular. 


HS = Hidróxido de atuminio-saponina. OL = Oleosa. 


11.100 





ler.ord. = Primer orden. 


A. Alonso Fernández et al. 


cobayos o por determinación de anticuerpos en los 
sueros de los bovinos vacunados. La labor desarro- 
llada por Chile y Uruguay en este campo, al inicio 
de la década, fue de gran importancia. 

En un principio fue adoptada, en Argentina, 
Brasil, Paraguay y Uruguay, la metodología de 
control de calidad usada en Francia (8). Poste- 
riormente varios países, con la cooperación técnica 
del CPFA/OPS, la observación propia y las exigen- 
cias de la farmacopea europea fueron substituyen- 
do las pruebas de Lucam por la dosis protectora 
bovino 50% (DPBso), la protección a la genera- 
lización podal (PGP), la dosis protectora cobayo 
50% (DPCso) y la seroprotección en ratones 
lactantes (SP). 

Las pruebas directas en bovinos (DPBso y PGP) 
y la SP fueron aumentando paulatinamente a me- 
dida que los países que no tenían áreas libres de 
fiebre aftosa para la adquisición de bovinos, crea- 
ron estructuras seguras para la selección de bovinos 
procedentes de rebaños protegidos y libres de fie- 
bre aftosa donde se identificaban y seleccionaban 
terneros susceptibles nunca vacunados. Anterior- 
mente se había comprobado que el comporta- 
miento de estos animales era comparable al de los 
bovinos de áreas libres. Este hecho fue nuevamente 
demostrado con pruebas de la DPBs 9 realizadas en 
Brasil y Colombia, que usaron este tipo de anima- 
les. Argentina utilizó bovinos de la Patagonia, área 
libre de fiebre aftosa (Cuadro 4). 

Como alternativa a las pruebas de control direc- 
tas usando el desafío en bovinos, algunos países 
han utilizado la prueba indirecta en cobayo (Indice 
C o DPCso) o la seroprotección y seroneutraliza- 


ción. Aún no se ha encontrado una correlación óp- 
tima entre la prueba directa en bovinos y la prueba 
en cobayos. Generalmente las vacunas reprobadas 
en cobayo también lo son en bovinos. Sin embar- 
go, un cierto porcentaje de las vacunas aprcbadas 
en cobayos, cuando probadas en bovinos son re- 
probadas. La prueba en cobayos tendría así mucha 
utilidad cuando empleada en carácter de tamiz. 

Por otro lado, se ha encontrado una buena co- 
rrelación entre los niveles de anticuerpos circu- 
lantes y los resultados de la descarga de virus cuan- 
do se utilizan las pruebas de seroprotección o sero- 
neutralización, aunque algunos animaies vacuna- 
dos presentan resistencia no demostrable por an- 
ticuerpos circulantes. 

Por esa razón y con base en pruebas comparati- 
vas realizadas en el CPFA en 1975, entre los nive- 
les de anticuerpos circulantes y desafío de virus en 
más de 700 bovinos, se establecieron las expectati- 
vas porcentuales de protección (EPP), que repre- 
sentan el porcentaje de probabilidad que un bovi- 
no vacunado tendría de estar protegido con deter- 
minada tasa de anticuerpos (7). En 1983, se com- 
pararon las EPP y los resultados de la descarga de 
virus en grupos de bovinos vacunados y, conside- 
rando el error estándar de la media de las EPP, se 
establecieron los límites de confianza, dando más 
exactitud a la prueba (70). 


SITUACION ACTUAL DEL CONTROL DE 
CALIDAD DE LA VACUNA ANTIAFTOSA 


El control de calidad de la vacuna antiaftosa 
es realizado en Argentina, Brasil, Colombia, 


CUADRO 4. Resultados de las pruebas de DPB 50 frente al virus Oy Campos-Br/58, realizadas en varios parses 
con la vacuna hidróxido de aluminio-saponina elaborada por el CPFA 


> — o _— _ —_—— _— _ —__—Q______ OU 





Bilucion Argentina Brasil Colombia 
vacuna SS SSS Eras 
Dil. inerte 1 19 20 3° 49 5° 6º Acum. 1 
>>> 
1/1 5/5 4/4 3/4 3/4 4/4 3/4 3/4 20/24 5/5 
1/3 5/5 4/4 4/4 4/4 3/4 3/4 4/4 22/24 3/5 
1/9 2/5 3/4 3/4 1/3 2/4 2/4 2/4 12/23 4/5 


DPBso 7.8 





10 





Paraguay y Uruguay por los laboratorios oficiales 
de control, que son independientes de los de 
producción. 

El control de calidad comprende la determina- 
ción de la esterilidad, inocuidad y potencia de to- 
das las series de vacuna elaboradas. Estos controles 
se realizan en cada serie después de estar totaimen- 
te envasada. Las muestras son recolectadas al azar 
por los contralores oficiales. 

La vacuna es liberada después de constatarse 
que es estérii, inocua y haber proporcionado la 
protección indicada por las normas de control. 
La evaluación de la eficacia se hace mediante prue- 
bas directas o indirectas frente a las cepas homólo- 
gas a las usadas en la producción. En 1984 las ce- 
pas de virus de la fiebre aftosa utilizadas en la des- 
carga eran las indicadas an el Cuadro 5. 

Los métodos de control, así como las exigen- 
cias fueron sistemáticamente analizados y progresi- 
vamente actualizados en los seminarios internacio- 
nales de control de calidad de la vacuna antiaftosa 
patrocinados por el CPFA/OPS (5). Estos eventos 
fueron realizados en 1970, 1978, 1980 y 1983 
en Uruguay, Argentina, Colombia y Paraguay 
respectivamente. 

El control de calidad de ias vacunas antiaftosa 
con carácter sistemático contribuyó de manera 
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substancial a la producción y comercialización 
de un producto de mayor potencia y seguridad 
biológica. Las mayores exigencias aplicadas en el 
control de calidad, en forma paulatina, determina- 
ron una constante mejora en la calidad de la va- 
cuna en Argentina, Brasil, Colombia, Paraguay y 
Uruguay y como consecuencia una mejor protec- 
ción de los rebaños. 

Paralelamente se remodelaron y crearon nuevos 
laboratorios ajustados a los sistemas de producción 
en cultivos celulares y a las mayores exigencias 
impuestas por los servicios oficiales. 

Los métodos usados para el control de poten- 
cia, así como las exigencias por país y el promedio 
de potencia de las vacunas liberadas al mercado en 
1983 en América del Sur están indicados en el 
Cuadro 6. 


1. Protección a la generalización podal (PGP). Se 
vacunan 16 bovinos y entre 21-30 días posvacuna- 
ción (DPV) s= realiza una descarga de virus por vía 
intradermolingual con 10%: Diso. Son liberadas 
las vacunas en las que por lo menos 12 bovinos 
presentan PGP. 


2. Dosis protectora bovino 50% {DPB 59). Normal- 
mente se usa la vacuna pura diluida 1:3 y 1:9 en 


CUADRO 5. Cepas utilizadas en el control de la vacuna antiaftosa. América del Sur, 1984 


País O 


Argentina? O; Caseros-Arg/67 


Brasil O, Campos-Br/58 
Colombia O, Campos-Br/58 
Ecuador O, Urubamba-Per/63 
Paraguay O, Campos-Br/58 
Perú O, Urubamba-Per/63 
Uruguay O, Campos-Br/58 
Venezuela? O, Campos-Br/58 





A Argentina/79 
A Argentina/81 


C3 Resende-Br/55 


A24 Cruzeiro-Br/55 
A Vencesiau-Br/76 


C3 Indaial-Br/71 


A24 “ruzeiro-Br/55 = 
Aga Cruzeiro-Br/55 — 
Aza Cruzeiro-Br/55 C3 Resende-Br/55 
C3 Resende-Br/55 
C3 Resende-Br/55 


A24 Cruzeiro-Br/55 
A24 Cruzeiro-Br/55 


A32 Venezuela/70 — 


4Para la producción también se usa la cepa O, Campos-Br/58. 


BUnico país que elabora vacuna de virus vivo atenuado. 
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CUADRO 6. Controles de potencia de vacuna antiaftosa. América del Sur, 1983 








Países 
Argentina Brasil Cclombia Paraguay Uruguay 

Métodos de control A B A A B A 8 A B 
Dosis protectora bovino 

50% (DPBso) 3,0 6,9 3,0 6,2 3,0 4,2 — — — — 
Protección generalización 

podal bovino (PGP) 87,5 94,5 81,3 875 75,0 88,6 75,0 93,7 — — 
Indice K (IK) — = - - - — — 18 2,6 
Seroprotección (ISP) — — — 25 3,6 25 3,2 2,5 3,3 
Seroneutralización (SN) — — — 15 1,6 15 2,0 1,5 1,7 
Indice C (IC) - = 2,0 38 - — — - 25 3,0 


tt 


A Valor mínimo aprobación. 
B = Valor promedio vacunas aprobadas. 


diluyente inerte. Se vacunan cinco bovinos con la 
vacuna pura y con cada una de las diluciones em- 
pleadas. A los 21-30 DPV se procede al desafio 
inoculando cada bovino por vía intradermolingual 
con 10*:% Disp. A los 7 días de la inoculación se 
hace una lectura, se calcula la DPBso y se liberan 
las vacunas que proporcionan 3 ó más DPBs 9. 

Las exigencias actuales fueron alcanzadas gra- 
dualmente. En el caso de Argentina en 1975 se 
exigía 1,2 DPBso, en 1977 se elevó a 1,6, en enero 
de 1978 se pasó a 2,3 y en marzo de 1978 se alcan- 
zaron las 3 DPBso. En el Cuadro 7 se muestra la 
relación entre las DPBso y la PGP obtenidas por 
el laboratorio oficial de contro! (SELAB) de la Se- 
cretaría de Agricultura de Argentina. 

Este ejemplo es válido para todos los métodos y 
países. Actualmente no se pretende aumentar los 
valores de aprobación y se está trabajando para se- 
leccionar los métodos más confiables, disminuyen- 
do la variabilidad de los mismos y mejorar el mane- 
jo de la vacuna. 


3. Anticuerpos circulantes. En general las pruebas 
más utilizadas son la seroprotección en ratones lac- 
tantes y la seroneutralización con sueros de bovi- 
nos vacunados. Algunos países que controlan vacu- 
nas por esos métodos han considerado el índice de 


protección de 2,5 y seroneutralización de 1,5 por 
bovino, exigiendo un mínimo de 75% como crite- 
rio para aprobación de la vacuna. 

El CPFA utiliza como criterio para evaluar la po- 
tencia de las vacunas las EPP a partir de los índices 
de seroprotección en bovinos susceptibles de 9-12 
meses de edad (7). Se ha establecido que el límite 
inferior de confianza de 95% debe ser igual o ma- 
yor a una protección de 75%. Ese método debe usar 
como mínimo 16 bovinos por vacuna, entre 13 y 
24 meses de edad. La prueba tiene mayor precisión 
cuanto mayor es el número de animales usados. 

La principal ventaja de la EPP sobre las pruebas 
directas radica en que se pueden probar todas las 
valencias de la vacuna en un único grupo de bovi- 
nas, mientras que con la PGP y la DPB; 9 es econó- 
micamente impracticable obtener ese dato en to- 
das las series de vacunas elaboradas. Argentina y 
Brasil que usan la PGP y DPBso sólo consiguen 
controlar las vacunas frente a una valencia. La ex- 
tracción de sueros previo a la inoculación de virus 
permite determinar las tasas de anticuerpos para 
las tres valencias obteniéndose una información de 
gran valor para evaluar el comportamiento de las 
tres valencias antigénicas. Por otro lado, usando las 
EPP, no es necesario inocular los bovinos vacuna- 
dos y una vez concluida la prueba podrían volver 
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CUADRG 7. Relación entre la PGP y Ja DPsy en bovinos según las pruebas de DPBsq 
realizadas en SELAB-SENASA, Argentina. 1977-1981 

















Rango pees Or Castros aaah Ve ess a Ga RENE a no 
DPBso P/U? % PGP DPBsof P/U % PGP DPBso P/U % PGP DPBso 
< 2 73/140 52 1,37 $7/145 46 1,30 16/25 64 1,88 
2.1-4 208/250 83 2,99 167/225 74 2,94 69/35 81 3,23 
4.1-6 220/240 92 5,03 325/355 92 4,04 121/135 90 4,93 


2 Bovinos protegidos/bovinos usados en la vacuna pura. 
b Porcentaje de protección a ja generalización podal. 
CMedia de la dosis protectora bovino 50% del grupo. 


Acumulado de tos resultados de PGP y DPB ; o del rango 2.1-4 para las tres valencias 
EEN O ESA EA RA 
O; Caseros, Azg, A79, C3 Resende 


























Rango DPBso P/U % PGP DPBso 

2.1-4 444/560 79.28 3,01 
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crificio y destrucción de tos bovinos, con to que se FMD virus production and control of vaccines in 
disminuiría los altos riesgos de escape de virus South America. Proc. 16th Conf. FMD Comm. OIE, 
cuando se utiliza la prueba de desafío de virus. Paris, 14-17 Sept., 1982. V.1, pp. 139-152. 
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PRODUCTION AND QUALITY CONTROL OF FOOT-AND-MOUTH 
DISEASE VACCINES IN SOUTH AMERICA! 


A. Alonso Fernández?, R. Casas Olascoaga?, H.G. Bahnemann?, V.M. Astudillo a 
M.S. Sóndahl?, |. Gomes?, J. Baltar? G. Fernández* 


SUMMARY 


In the production of foot-and-mouth disease 
(FMD) vaccines in South America, the 1950's, 
60's and part of the 70's were dedicated to creat- 
ing an infrastructure of production laboratories 
capable of supplying sufficient quantities of FMD 
vaccine to meet the needs of the programs. 

That infrastructure has developed significantly 
in both the private and official sectors. Most of the 
South American countries now have qualified 
FMD vaccine laboratories and advanced produc- 
tion technology. 

Concomitantly, the infrastructure of the 
official control laboratories was established. The 
standards for the production laboratories and the 
vaccines they produce were determined. Quality 
controls that should be applied to the vaccines and 
the minimum requirements of the protection tests 
for approval of each series were also defined. 

At the present the most important step to 
control and eradicate FMD is to improve the 
epidemiological surveillance as well as the rational 
an strategic application of the vaccine, according 
to the ecosystems of the disease in the continent. 


| presented at the meeting of the European Commission 
for the Contol of Foot-and-Mouth Disease held in Rio 
de Janeiro, Brazil, 15-18 October 1985. Publication 
authorized. 

2 Pan American Foot-and-Mouth Disease Center (PAHO/ 
WHO). Caixa Postal 589, 20001 Rio de Janeiro-RJ, Brazil. 

3Dirección de Lucha contra la Fiebre Aftosa (DILFA), 
Ruta Brig. Gral. Juan Antonio Lavalteja, Km 29, Pando, 
Canelones, Uruguay. 

4SELAB - Servicios de Laboratorio det Servicio Nacio- 
nal de Sanidad Animal, Avenida Fleming, 1653. Martinez, 
Pcia. Buenos Aires, Argentina. 


INTRODUCTION 


In 1984 South America had a cattle population 
of 224 million, distributed in approximately 
4,245,000 herds occupying an area of about 17 
million square kms (6). This enormous popu- 
lation lives almost entirely on the open range. 
The animals are kept permanently outdoors 
and they are submitted to large movements in 
accordance with the types of management and 
commercialization. 

Foot-and-mouth disease (FMD) is found in 
various countries of the region and its frequency 
depends on the ecosystems of the disease. Figure 1 
shows the different ecosystems of the disease 
predominant in the South American countries 
in 1984. 

The economic importance of FMD due to the 
losses it causes and the commerce inter-countries 
have led the governments of most of the South 
American countries to establish programs aimed to 
control and eradicate the disease. One of the major 
methods used in the programs to eliminate the 
disease has been massive immunization of the 
cattle population. This method has obliged the 
countries to create an important infrastructure 
to produce and control the FMD vaccines needed 
to meet the demands of the programs. 


INACTIVATED FOOT-AND-MOUTH 
DISEASE VACCINE 


Antigen 

The first FMD vaccine available in South Amer- 
ica was prepared in 1944 by the Institute of 
Veterinary Research Desidério Finamor, in Porto 
Alegre, Brazil. The Miguel C. Rubino Veterinary 
Research Center of the Ministry of Agriculture and 
Fisheries of Uruguay and the Santi Espiritu 
Laboratory of Argentina initiated the production 
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FIGURE 1. Ecosystems of foot-and-mouth disease. South America, 1984 
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of FMD vaccine in 1946 and 1948 respectively. 
The three laboratories used the Waldmann meth- 
od. In 1953 the Foot-and-Mouth Disease Institute 
of the Venezuelan Ministry of Agriculture and 
Livestock initiated production by the Frenkel 
method. And in 1954, the Cooper McDougall 
and Robertson Laboratory in Uruguay produced 
the first private vaccine by the Frenkel method. 

in the 1950's and 60's the countries produced 
FMD vaccines by the Waldmann and Frenkel 
methods. Brazil was the exception; for most of the 
1960's and 70's it prepared a high percentage of 
vaccines with antigen obtained in newborn rabbits. 
Also in the 60's some private laboratories in 
Argentina produced limited quantities of vaccine 
using antigen obtained from newborn calves. The 
1970's brought large-scale production of FMD 
antigen in cell cultures, mainly in BHK cell 
suspensions. 

About 350 million doses of vaccine are now 
annually prepared from antigen obtained in cell 
cultures, plus 75 million doses by the Frenkel 
method, totalling 425 million doses of which 391 
million are produced with O, A and C antigens and 
34 million are bivalent O and A. Table 1 illustrates 
the production of vaccines in the South American 
countries in the 1980-84 period. Figure 2 shows 
the number and location of vaccine-producing 
laboratories in South America. 


Inactivants 

Most of the laboratories, mainly those that 
produce antigens in ceil cultures, utilize first-order 
inactivants, of which binary ethylenimine (BEI) is 
generally preferred (3). However, several labora- 
tories that use the Frenkel! method for antigen 
production still use formalin as the inactivant. 
Brazil and Colombia allow only first-order inact- 
tivants, while both inactivants are used in Argen- 
tina, Paraguay and Uruguay. 


Adjuvants 

The adjuvants most used in the production of 
the FMD vaccines are aluminum hydroxide with 
saponin. Only Peru does not use saponin. 

Approximately 20 million doses of trivalent 
vaccine are prepared with Freund's incomplete 
adjuvant as a primary emulsion (2) with regular 
inactivated antigen or with inactivated antigen 
concentrated on aluminum hydroxide (7). 


ATTENUATED LIVE VIRUS VACCINE 


In the 1960's various countries, including South 
Africa, Brazil, England, Israel, Thailand and 
Venezueia, dedicated time and efforts to obtain 
attenuated live virus FMD vaccines which were 
used experimentally. However, various problems 
arose to advise against the use of such vaccines: 


TABLE 1. Available production (in thousand of doses) of FMD vaccine 
by country and year. South America, 1980-1984 


Country 1980 1981 
Argentina — 182,400 169,600 
Bolivia 700 200 
Brazil 224,100 219,100 
Colombia 32,700 27,000 
Chile 400 509 
Ecuador 1,400 1,700 
Paraguay 11,900 10,400 
Peru 1,600 ka 
Uruguay 51,500 44,700 
Venezuela 12,400 12,700 

Total 519,100 485,450 


a For emergency situations, produced at the PAFMDC. 
. No data available. 


1982 1983 1984 
116,200 131,000 158,300 
1,000 400 400 
233,200 177,400 203,300 
22.800 22,400 24,600 

1002 502 50? 

1,900 1,800 1,200 
13,900 9,700 12,800 
1,300 1,500 1,500 
30,400 38,000 29 800 
12,000 12,200 8,300 
432,800 394,450 440,250 


16 Bol. Centro Panamericano Fiebre Aftosa 51 
















1) Maracay 


VENEZUELA 
Bogotá i 


O 


COLOMBIA 





ECUADOR 


Guayaquil AX y, 
Fortaleza 
BRAZIL 
Minas Gerais 
Rio de Janeiro 
São Paulo 


Ari Alegre 
4 » 


bs ul RUGUAY 


Buenos Aires ea, Pando (1) 
La Plata (1) Montevideo (3) 


ARGENTINA 


O Official Laboratories 
Y Private Laboratories 


Reference Laboratory 
for the Americas 
(PAFMDC) 


FIGURE 2. Laboratories of production of foot-and-mouth disease vaccine. South America, 1984 
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the difficulty of attenuation without loss of 
immunogenicity; varying degrees of sensitivity 
among the susceptible species; pathogenicity in 
pigs; difficulty in preserving the vaccines; virus 
neutralization induced by antibodies in previously 
vaccinated animals; the possibility of reversion to 
virulence, etc. Moreover, the fact that meat- 
importing countries objected to receiving meat 
from regions using this type of vaccine strongly 
influenced the gradual termination of the ex- 
periments of FMD virus attenuation. Only Vene- 
zuela still uses this method of vaccine production 
as a substitute for inactivated vaccine (9). 


NEEDS AND SITUATION OF 
FOOT-AND-MOUTH DISEASE VACCINE 
IN SOUTH AMERICA 


Table 2 shows that the FMD contro! programs 
in South America covered 184,663,200 cattle 


in 1984. Therefore, just to maintain this species 
suitably immunized throughout the year, using 
aluminum  hydroxide-saponin vaccines, would 
require approximately 550 million doses. 

The ecological conditions in South America 
require the use of vaccines that confer the longest 
possible immunity. In this regard the Pan Ameri- 
can Foot-and-Mouth Disease Center/Pan American 
Health Organization (PAFMDC/PAHO) has given 
considerable effort and technical support into 
developing an cil-adjuvanted vaccine for use in 
cattle. 

The use of vaccines providing greater and longer 
lasting immunity (4) would mean a substantial 
economy in transportation, storaye and cooling of 
vaccines, handling of herds, etc. The expenses of 
administering the vaccines would likewise be 
reduced and would facilitate the official applica- 
tion of the vaccine. It would also lead to a more 
efficient surveillance, supervision and inspection, 


TABLE 2. Vaccination coverage of cattle against foot-and-mouth disease. South America, 1984 








_ ——————= mm 1 


Herds Populaticn 
a ee 
coverage program vaccinated coverage 
Country program vaccinated (9%) (x 1000) (x 1000) (%) 
Argentina 323,495 300,019 92.74 52,670.0 46,558.0 88.40 
Bolivia? 23,380 2,804 11.99 383.0 157.2 41.04 
Brazii? 1,522,690 800,453 52.57 79,239.7 54,134.3 68.32 
Colombia 441,818€ 268,5077 60.77 16,043.8 9,750.49 60.77 
Ecuador 246,958 66,404 26.89 3,200.4 1,284.2 40.13 
Paraguay 197,164% 106,199 53.86 7,186.2 3,870.7f 53.36 
Peru 464,1829 44,197 9.52 3,391.5 432.39 12.75 
Uruguay 64,929 45,405" 69.93 11,236.6 8,129.0" 72.34 
Venezuela 115,404 21,557 18.68 11,312.0 3,497.2 30.92 
eee 
Total 3,400,020 1,655,545 46.13 184 663.2 127 813.3 69.21 





ee a A 
à Two annual vaccinations in Cochabamba and Santa Cruz Departments. oes not include 186,116 vaccinated cattle 
from Beni Pilot Plan area. . 
Does not include figures for: Amazonas, Pará, Maranháo, Piauí + Amapá and Rondonia. 
Does not include figures for: Caquetá, Chocó, Arauca, Putumayo, Amazonas, Guainía, Vichada and San Andrés Islands. 
Estimated figures as per number of doses injected. 
Data estimated by the PAFMDC. 
Mean of vaccination stages. 
9 No information from several departments. 
Mean of two vaccination stages. 
SOURCE: Country reports to COSALFA XII. 
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resulting in a more effective protection of the 
animal population in the program. 

The aluminum hydroxide-saponin vaccines 
presently used in most of the countries are ad- 
ministered every four months to maintain ade- 
quate and sustained immunization of the animal 
population. The costs of handling the vaccine are 
high and inspection is expensive and difficult 
due to the frequent vaccination cycles. 

Table 3 shows the characteristics of the FMD 
vaccines prepared during 1983, which was similar 
to the 1984 production. 


EVOLUTION OF THE FOOT-AND-MOUTH 
DISEASE VACCINE QUALITY CONTROL 
IN SOUTH AMERICA 


The use of vaccines with bacterial contamina- 
tion was allowed in the 1950's and part of the 60's 
provided that such contamination was not caused 
by pathogenic or proteolytic bacteria. The in- 
nocuity tests were not strict. There existed, there- 
fore, the possibility of the presence of active virus 
that would be inactivated by formalin, the only 


inactivant used at that time, during storage and 
maturation of the vaccine at 4°C. 

The potency control in severa! countries were 
not very frequent and, in many cases, the immuno- 
genicity of the vaccine was only determined by the 
infectivity and complement fixation titers ob- 
tained in the antigen suspensions prior to their 
inactivation. 

in the 1970’s emphasis was placed on the 
sterility and innocuity controls, which were com- 
plemented in several countries by direct potency 
tests in cattle and indirect tests on guinea pigs 
or by determination of antibody levels in the sera 
of vaccinated cattle. In this field important work 
was done by Chile and Uruguay in the early 
1970's. 

In the beginning, Argentina, Brazil, Paraguay, 
and Uruguay adopted the quality-control method- 
ology used in France (8). But later, with the tech- 
nical cooperation provided through the PAFMDC/ 
PAHO, their own observations, and the require- 
ments of the European standards, several countries 
gradually relinquished the Lucam test in favor 
of the 50% bovine protective dose (BPDso), the 


TABLE 3. Formulation and potency control of FMD vaccine. South America, 1983 





Formulation system a Vaccine (in thousand of doses) i 
Country Antig. inact. Adj. prod. Prod. Control. Approv. Availab. 
Argentina 63% FK 60% Formol HS 86 126,500 126,500 126,000 131,000 
37% CC 40% 1st.ord. OL 4 5,000 5,000 5,000 
Bolivia — = = = — — — 400 
Brazil 100% CC 100% 1st.ord. Hs 133 222,600 222,600 173,100 177,400 
OL 7 600 600 600 
Colombia 100% CC 100% 1st.ord. HS 23 24,000 24 400 24,400 22,400 
OL 1 107 107 107 
Chile — = — — — — — 50 
Ecuador 100% FK 100% 1st.ord. HS 8 1,600 1,600 1,400 1,800 
Paraguay 51% FK 51% Formol 
49% CC 49% 1st.ord. HS 9 9,400 9,400 9,400 9,700 
Peru 100% FK 100% 1st.ord. HS 6 1,900 1,900 1,500 1,500 
Uruguay 34% FK 34% Formo! 
66% CC 66% 1st.ord. Hs 70 39,000 39,000 39,000 38,000 
Venezuela 100% VVA — — — 11,100 11,100 11,100 12,200 
a  __—_—_—_——— 
FK = Frenkel. CC = Cell culture. ALV = Attenuated live virus. Ist.ord. = First order. 


HS = Aluminum hydroxide-saponin. OL = Oil. 
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protection against generalized foot lesion (PG), the 
50% guinea pig protective dose (GPPDs9), and the 
serum protection test conducted in suckling mice 
(mouse protection test - MPT). 

The direct tests in catt'e (BPDso and PG) and 
the MPT were gradually expanded as the countries, 
lacking FMD-free areas from which to get suscep- 
tible cattle, created better systems for the selec- 
tion of cattle coming from herds protected from 
and free of FMD. Calves that had never been vac- 
cinated were identified and selected in these herds. 
It had been previously established that the im- 
munological response of such animals was compa- 
rable to that of cattle from disease-free areas. This 
fact was again demonstrated with BPD; 9 tests 
conducted in Brazil and Colombia, using such 
selected animals. Argentina used cattle from 
Patagonia, an area free of FMD (Table 4). 

Some countries have used indirect testing in 
guinea pigs (C Index or GPPDso) or the mouse 
protection and serum neutralization tests as 
alternative for the direct control tests using 
challenge in cattle. 

A correlation between the direct test ir cattle 
and the test in guinea pigs has never been deter- 
mined. Generally, the vaccines rejected in guinea 
pigs are also rejected in cattle. However, a certain 
percentage of the vaccines approved in guinea 
pigs are rejected when tested in cattle. The guinea 
pig test could therefore perhaps be useful when 
used for screening. 

A good correlation has been found between 
the levels of circulating antibodies of vaccinated 
cattle and the results of virus challenge tests in 


cattle when the mouse Protection or serum neu- 
tralization tests are used. 

The expected percentage of protection (EPP) 
values were determined from tests conducted by 
the PAFMDC in 1975, comparing circulating 
antibody levels and virus challenge results in 
more than 700 cattle. The EPP represent the 
percentage of probability that a vaccinated animal 
will be protected against infection with a given 
level of antibodies (7). In 1983 the EPPs and the 
results of virus challenge in groups of vaccinated 
cattle were compared. Considering the standard 
error of the mean of the EPP, the limits of con- 
fidence were defined and the test made more 
accurate (70). 


PRESENT SITUATION OF THE QUALITY 
CONTROL OF FOOT-AND-MOUTH 
DISEASE VACCINE 


The quality control of FMD vaccines in Ar- 
gentina, Brazil, Colombia, Paraguay and Uruguay 
is conducted by official control laboratories, 
which are independent of the vaccine-producing 
laboratories. 

Quality control includes determination of 
sterility, innccuity and potency of all the series 
of vaccines produced. These controls are per- 
formed on each series of vaccine after it is com- 
pletely bottled. Random samples are selected for 
testing by the official control services. 

The vaccine is released after tests confirm that 
it is both sterile and innocuous and gives the 
protection required by the control standards. 


TABLE 4. Results of BPD 59 tests against O; Campos-Br/85, carried out by several countries with 
saponin-aluminum hydroxide vaccine produced b y the PAFMDC 


ee 


Vaccine 


Argentina 
dilution pi 


Brazil Colombia 


Inert dit. 1 Ist 2nd 3rd 4th 5th 6th Total 1 
Ott 


1/1 5/5 4/4 3/4 3/4 
1/3 5/5 4/4 4/4 4/4 
1/9 2/5 3/4 3/4 1/3 
BPDso 7.8 11.4 8.7 5.5 


4/4 3/4 3/4 20/24 5/5 
3/4 3/4 4/4 22/24 3/5 
2/4 2/4 2/4 4/5 
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Efficacy evaluation is measured by direct or in- 
direct challenge against the strains homologous 
to those used in producing the vaccine. The FMD 
virus strains used in challenge tests in 1984 are 
indicated in Table 5. 

The control methods, as well as the require- 
ments, were systematicaily analyzed and updated 
at the international seminars on FMD vaccine 
quality control sponsored by the PAFMDC/PAHO 
in 1970, 1978, 1980 and 1983, in Uruguay, Ar- 
gentina, Colombia and Paraguay, respectively (5). 

The systematic application of the quaiity con- 
trol of FMD vaccines substantially improved the 
production and commercialization of a produc: 
providing greater potency and biological safety. 
The stricter requirements gradually applied in 
cuality control generated a constant increase in 
the quality of the vaccines in Argentina, Brazil, 
Colombia, Paraguay and Uruguay resulting in 2 
better protection of the herds. 

At the same time production laboratories 
were remodelled or built with the capability to 
adjust to production systems using cell cultures 
and to the stricter potency requirements imposed 
by the official services. 

The methods used for potency control, the 
requirements by each country and the mean 
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potency values of the vaccines released for the 
market in 1983 in South America are shown in 
Table 6. 


1. Protection against generalized foot lesions (PG). 
Sixteen cattle are vaccinated. At 21-30 days post- 
vaccination (DPV) they are challenged by intra- 
dermoiingual inoculation of 10*°° IDso. The 
vaccine is released for use if at least 12 animals 
are protected against PG. 


2. 50% bovine protectior dose (BPDso). A pure 
vaccine and vaccine diluted 1:3 and 1:9 in an 
inert diluent is used. Five cattle each are 
vaccinated with the pure vaccine and with the 
dilutions used. At 21-30 DPY each of the animals 
is challenged by intradermolingual inoculation of 
10*:º IDso. A reading is done at 7 days post- 
inoculation, the BPDso is calculated, and the vac- 
cines providing a BPDs4 of 3 or higher are passed 
for release. 

The current requirements were gradually estab- 
lished. in the case of Argentina, a level of 1.2 
BPDso was first required in 1975. The level was 
subsequently raised to 1.6 in 1977, then to 2.3 in 
January 1978, and, in March 1978, to the 3 
BPDso now required. Table 7 shows the relation 


TABLE 5. Strains used for the control of FMD vaccine. South America, 1984 





Country O 








Argentina? O, Caseros-Arg/67 


Brazil O, Campos-Br/58 
Colombia O; Campos-Br/58 
Ecuador O, Urubamba-Per/63 
Paraguay O; Campos-Br/58 
Peru O; Urubamba-Per/63 
Uruguay O, Campos-Br/58 
Venezuela? O, Campos-Br/58 





ee er ae romeo a mam mm 


A  Argentina/79 
A Argentina/81 


A24 Cruzeiro-Br/55 
A Venceslau-Br/76 


A24 Cruzeiro-Br/55 — 
A24 Cruzeiro-Br/55 = 
C3 Resende-Br/55 
Ca Resende-Br/55 
C3 Resende-Br/55 


C3 Resende-Br/55 


C3 Indaial-Br/71 


A24 Cruzeiro-Br/55 
A24 Cruzeiro-Br/55 
A24 Cruzeiro-Br/55 


A32 Venezuela/70 = 


La iii ii ir aa e ii aim 


4Strain O, Campos-Br/58 is also used for production. 


bThe only country which produces attenuated-live-virus vaccine. 
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TABLE 6. Potency control of FMD vaccine. South America, 1983 
SS ee 


Argentina 


Control methods 


50% bovine protection 


Countries 





Colombia 


dose 3.0 6.9 3.0 6.2 3.0 4.2 — — — — 
Protection against 

foot generalization 87.5 94.5 81.3 87.5 75.0 88.6 75.0 93.7 — — 
K Index — — — — — — — -— 1.8 2.6 
Mouse protection — — — — 2.5 3.6 25 3.2 2.5 3.3 
Serum neutralization - — - - 1.5 1.6 1.5 2.0 1.5 1.7 
C Index - — 2.0 3.8 - — - — 2.5 3.0 


A = Minimum value for vaccine approval. 
B = Mean value of vaccines approved. 


between the BPDso and the PG obtained by the 
official control laboratory (SELAB) of the Ar- 
gentine Secretary of Agriculture. 

This example is valid for all the methods and 
countries. There is currently no intention of 
raising the vaccine-approval levels. However, 
work is being developed to select the most reliable 
methods, to reduce their variability, and to im- 
prove vaccine -handling techniques. 


3. Circulating antibodies. \n general, the tests 
most used with sera from vaccinated cattle are 
the mouse protection test and the serum neutral- 
ization test. Some countries that use these vaccine 
control methods have established a serum protec- 
tion index of 2.5 and a serum neutralization index 
of 1.5 and require a mimimum of 75% protection 
of vaccinated animals as criterion for approval 
of the vaccine. 

As criterion to evaluate vaccine potency, the 
PAFMDC currently utilizes the EPP based on the 
mouse protection index in susceptible cattle 9-12 
months old (7). It has been established that the 


lower confidence limit of 95% should be equal to 
or greater than a protection of 75%. This method 
requires the use of at least 16 cattle between 18-24 
months old per vaccine. The accuracy of the test 
increases as the number of test animals is increased. 
The EPP's main advantage over the direct 
tests is that all the valencies of a vaccine can be 
- tested in a single group of cattle, whereas the use 
of the PG and the BPDso make it economically 
unfeasible to obtain these data in all the series of 
vaccines produced. Argentina and Brazil, which 
use the PG and BPDso tests, can test the vaccines 
only against a single valency. Recolection of sera 
previously to virus inoculation allows to determine 
antigenic rates for three valencies obtaining an 
information of great value to evaluate their effi- 
cacy. Also, when using the EPP, it is not necessary 
to challenge the vaccinated cattle with live virus. 
This eliminates the high risks of virus escape 
from diseased animals. After the test is concluded 
they can be returned to the field, thus eliminating 
the inconvenience of sacrificing or destroying the 
animals. 
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TABLE 7. Relationship between protection against foot generalization and 50% protective dose in cattle 
according BPD sq tests carried out in SELAB-SENASA, Argentina. 1977-1981. 


e a mam emita 

















O, Caseros A24 & A79 C3 Resende 
BPDso - EE na ssa 
range P/U? % PG? BPDs5 0° P/U %PG  BPDso P/U % PG BPDso 
feng A AS 2A 
<2 73/140 52 1.37 67/145 46 1.30 16/25 64 1.88 
2.1-4 208/250 83 2.99 167/225 74 2.94 69/85 81 3.23 


4.1-6 220/240 92 5.03 325/355 92 4.94 121/135 90 4.93 











4Cattle protected/cattle used, pure vaccine. 
b Percentage of protection against foot generalization. 
CMean 50% bovine protective dose of the group. 


Cummulative results of PG and BPD sọ of range 2.1 -4 for the three valencies 


O; Caseros, Aza, A79, C3 Resende 





BPDso range P/U % PG BPDso 
oer 
2.1-4 444/560 79.28 3.01 
A q 2 2 
REFERENCES South America. Proc. 16th Conf. FMD Comm. OIE, 


Paris, 14-17 Sept., 1982. V.1, pp. 139-152. 
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CARACTERIZACION ANTIGENICA E INMUNOGENICA DE VARIAS CEPAS 
DEL SEROTIPO INDIANA DE ESTOMATITIS VESICULAR AISLADAS EN BRASIL! 


A. Alonso Fernández? y M.S. Séndahi? 


RESUMEN 


Estudios antigénicos realizados con cepas de vi- 
rus de estomatitis vesicular (EV) del serotipo India- 
na (IND), Rancharia-Brasil/66 y Ribeirão-Brasil/79, 
aisladas respectivamente en 1966 y 1979 en el es- 
tado de Sáo Paulo, Brasil, indican que deben ser 
encuadradas dentro del subtipo IND-2 junto con 
los virus Salto-Argentina/63 y Cocal-Trinidad/61. 
Por otro lado, la cepa Espinosa-Brasil/77, aislada 
en 1977 «ue bovinos del estado de Minas Gerais, 
Brasil, está muy relacionada con la cepa Alagoas- 
Brasil/64 del subtipo IND-3. 

Los estudios de seroneutralización con sueros 
de animales convalecientes y las pruebas de inmu- 
nodifusión en gel de agar confirmaron los resulta- 
dos obtenidos por fijación del complemento 50%. 

La patogenicidad a nivel de campo indicó que 
las cepas del subtipo IND-2 afectan exclusivamente 
a equinos, mientras que los virus del subtipo IND-3, 
si bien afectan a bovinos, lo hacen en un grado mu- 
cho menor cuando comparado con tos equinos. 

Los estados del nordeste y Minas Gerais, en Bra- 
sil, están afectados de forma esporádica por virus 
de EV del subtipo IND-3, mientras que en Sáo 
Paulo y en Rio Grande do Sul son identificadas ce- 
pas del subtipo IND-2. 


INTRODUCCION 


Los virus Je la estomatitis vesicular (EV) aisla- 
dos de bovinos, equinos, ovinos, caprinos y porci- 
nos son encuadrados en los serotipos New Jersey 


Presentado en el X Congreso Panamericano de Veteri- 
naria y V Congreso Argentino de Ciencias Veterinarias, 
Buenos Aires, Argentina, 23-27 septiembre 1985. Publica- 
ción autorizada. 

2Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (OPS/OMS), 
Caixa Postal 589, 20001 Rio de Janeiro, RJ, Brasil. 


(NJ) e Indiana (IND). Dentro del serotipo IND han 
sido encontradas cepas con características antigéni- 
cas diferentes, las cuales fueron clasificadas como 
subtipos (3). Según eso, el serotipo IND estaría 
constituido por los subtipos: IND-1, al que perte- 
necían las cepas clásicas identificadas en el área en- 
démica de la enfermedad, IND-2 compuesto por 
las cepas Salto-Argentina/63 (3, 5) y Cocal-Trini- 
dad/61 (3, 6), e IND-3 integrado por la muestra 
Alagoas-Brasil/64 (2, 3). 

Las cepas de los subtipos IND-2 y 3 serían me- 
nos patogénicas para bovinos, equinos, porcinos, 
ovinos y caprinos que las del subtipo IND-1 (3, 8). 

Después de 1964 han sido aisladas en Brasil 
nuevas cepas de virus de la EV. Este trabajo analiza 
las relaciones antigénicas e inmunogénicas de esas 
cepas y las clasifica en los correspondientes subti- 
pos con base en esos parámetros. 


MATERIALES Y METODOS 


Cepas de virus 

Para el serotipo NJ fue seleccionada la cepa 
Costa Rica/66 y para los subtipos IND-1, 2 y 3 las 
muestras Costa Rica/72, Salto-Arg/63 y Alagoas- 
Br/64 respectivamente. Además, se incluyen las ce- 
pas de Brasil: Rancharia-Br/66 y Ribeiráo-Br/79 
aisladas de equinos en el estado de Sáo Paulo, Espi- 
nosa-Br/77 recolectada de bovinos en el estado de 
Minas Gerais, y Sergipe-Br/84 identificada de un 
equino en el estado de Sergipe. 


Relaciones (r) y parentesces serológicos (R) 

Fueron realizados por fijación del complemento 
50% (FCso) según procedimientos y criterios utili- 
zados en fiebre aftosa (7, 7). 


Seroneutralización (SN) ; 

Fue utilizada la SN en placas (4) y se analizaron 
sueros de equinos y bovinos negativos y convale- 
cientes de diferentes cepas de EV. 
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RESULTADOS 


Las relaciones y parentescos serológicos indica- 
dos en los Cuadros 1.y 2 muestran que las diferen- 
tes cepas analizadas tienen afinidad con el serotipo 
IND y no con el NJ. 

Las pruebas de SN realizadas con sueros de ba- 
vinos y equinos convalecientes de EV, resumidas 
en el Cuadro 3, concuerdan con los datos de la 
FCso, es decir, hay neutralización cruzada entr: 


Boi. Centro Panamericano Fiebre Aftosa 51 


las diferentes cepas IND, mientras que el suero NJ 
sólo tiene capacidad neutraiizante para sí mismo. 


DISCUSION 


La EV es una enfermedad endémica en Estados 
Unidos de América, México, América Centrai, 
Panamá, Colombia, Ecuador, Perú y Venezuela. 
Los virus de esta región tienen una alta patogeni- 
cidad para equinos y bovinos y siempre han sido 


CUADRO 1. Relaciones serológicas entre cepas de virus de la estomatitis vesicular 




































































Sueros hiperinmunes 
IND-2 IND-3 
Antigenos NJ IND-1 Salto Ranch. Ribeir. Alag. Espin. Serg. 
Costa Rica/66 (NJ) “00 <00 <00 <001 <001 <001 < 0.01 < 0.01 
Costa Rica/72 (IND-1) < 201 1.00 0.18 0.12 0.07 0.22 0.42 0.23 
Salto-Arg/63 (IND-2) < 0.01 0.32 1.09 0.70 0.46 0.19 0.32 0.38 
Rancharia-Br/66 < 0.01 0.38 0.49 1.00 0.19 0.22 0.42 0.33 
Ribeiráo-Br/79 < 0.01 0.22 0.98 0.88 1.00 0.16 0.13 0.18 
Alagoas-Br/64 (iND-3) < 0.01 0.14 0.04 0.03 0.02 1.00 0.73 0.59 
Espinosa-Br/77 < 0.61 0.32 0.10 0.05 0.02 0.93 1.00 0.24 
Sergipe-Br/84 <. 0.01 0.19 0.21 0.41 0.22 0.83 0.80 1.60 
CUADRO 2. Parentescos serológicos entre cepas de virus de la estomatitis vesicular 
Sueros hiperinmunes 
a = 
IND-2 IND-3 

Antigenos NJ IND-1 Salto Ranch. Ribeir. Alag. Espin. Serg. 

Costa Rica/66 (NJ) 100 < 01 < 01 < 01 < 01 <1 < 01 Z 01 
Costa Rica/72 (IND-1) < 01 100 24 21 12 18 37 21 
Salto-Arg/63 (N D-2) < 01 24 100 59 67 09 18 28 
Rancharia-Br/65 < 01 21 59 100 41 08 15 37 
Ribeiráo-Br/79 < 01 12 67 41 100 04 05 20 
Alagoas-Br/64 (IND-3) <1 18 09 08 04 100 82 70 
Espinosa-Br/77 < 01 37 18 15 95 82 100 82 
Sergipe-Br/84 < 01 21 28 37 20 70 82 100 


1 
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CUADRO 3. Medias de seroneutralización obtenidos en sueros de equinos y bovinos 
convalecientes de estomatitis vesicular 

Cepa de virus 
ASA AAA AS 
Indiana 

Origen NO sueros NJ 
sueros analizados CR/66 CR/72 Salto Ranch. Ribeir. Alag. Espin. Serg. 
ee 
América Central NJ? 9 42 <09 <09 <09 <09 <09 <09 <09 
América Central IND-12 5 < 0.9 4.2 3.5 3.3 2.8 2.2 2.7 2.1 
Rancharia-SP-Br? 5 < 0.9 4.2 3.8 41 4.2 2.2 2.3 2.9 
Ribeirdo-SP-Br? 9 < 0.9 2.3 4.2 4.2 4.3 2.7 2.7 2.9 
Alagoas-AL-Br? 3 < 0.9 1.2 1.9 1.4 1.2 3.2 3.2 3.5 
Espinosa-MG-Br? 9 < 0.9 2.0 2.6 2.3 2.4 4.2 4.5 3.9 
Sergipe-SE-BrÊ 9 < 0.9 2.1 2.3 2.0 2.0 45 40. 45 
Brasil-MG, SP, RSC 9 <09 <09 <09 <09 <09 <09 <09 <09 











4Sueros de bovinos convalecientes. 
b Sueros de equinos convalecientes. 
CSueros de equinos negativos. 


encuadrados dentro de los serotipos NJ e IND 
(subtipo IND-1). Fuera de esta región, el aisla- 
miento de virus de bovinos o equinos sólo ha teni- 
do lugar en Argentina en 1963, en la localidad de 
Salto, provincia de Buenos Aires, y en varias opor- 
tunidades en Brasil. El primer aislamiento en Brasil 
fue en 1964 en el estado de Alagoas, después en 
1966 en el municipio de Rancharia (Sáo Paulo), 
posteriormente en 1977 en Espinosa (Minas Ge- 
rais), en 1979 en Ribeiráo (Sáo Paulo) y finalmen- 
te en 1984 en Sergipe. 

Las primeras muestras aisladas fuera del área en- 
démica, es decir las cepas Salto-Ara/63 y Alagoas- 
Br/64, se caracterizaron por ser menos patogénicas 
para bovinos, equinos, porcinos, ovinos y caprinos 
(3, 8) y presentaban diferencias anti, “nicas cuando 
comparadas con las cepas clásicas del tipo Indiana, 
representadas en este trabajo por el virus Costa 
Rica/72. Las relaciones y parentescos serológicos y 
las pruebas de SN (Cuadros 1, 2 y 3) realizadas con 
las cepas de virus aisladas durante los últimos años 
en Brasil (Rancharia, Ribeiráo, Espinosa y Sergipe) 
demuestran que están antigénica e inmunogénica- 
mente relacionadas con el serotipo IND. Las dos 
primeras con la cepa Salto-Arg/63 y las dos últimas 


con la muestra Alagoas-Br/64. Estos datos permi- 
ten encuadrar las referidas cepas dentro de los sub- 
tipos IND-2 y 3 respectivamente, aplicando los cri- 
terios de antigenicidad e inmunogenicidad (3). 
Considerando los estudios realizados y la locali- 
zación de los diferentes aislamientos de virus de la 
EV realizados en Brasil, se puede decir que los es- 
tados del sur (Sáo Paulo y Rio Grande do Sul) han 
sido afectados por virus de la EV del subtipo 
IND-2. Esta aseveración también está basada en 
que en 1979 fueron identificados focos de campo 
en equinos en los municipios de Guaíba, Tupanci- 
retá y Encruzilhada do Sul, del estado de Rio 
Grande do Sul. Si bien no fue posible aislar virus, 
las pruebas de SN mostraron niveles de anticuerpos 
más altos para las cepas de los subtipos IND-2 que 
para las del IND-1 y 3. Hasta la fecha no han sido 
identificados ni virus ni anticuerpos de cepas de es- 
te subtipo IND-2 en bovinos. Todos los casos co- 
nocidos han sido en equinos. Bovinos en contacto 
con equinos enfermos no han presentado signos de 
la enfermedad, ni han desarroi'ado anticuerpos. 
Por otro lado, en los estados del nordeste de 
Brasil y en Minas Gerais han sido aisladas cepas co- 
rrespondientes antigénica e inmunogénicamente al 
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subtipo IND-3 (Alagoas, Espinosa y Sergipe), las 
cuales se caracterizan por afectar de forma leve y 
casi exclusivamente a equinos, ya que han sido 
muy raros los casos en bovinos, aun conviviendo 
íntimamente con equinos enfermos. Igualmente, 
estudios de nivel de anticuerpos también han de- 
mostrado que la conversión de anticuerpos es poco 
elevada y detectable en pequeño número de 
bovinos. 


1. 
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ANTIGENIC AND IMMUNOGENIC CHARACTERIZATION OF VARIOUS STRAINS 
OF THE INDIANA SEROTYPE OF VESICULAR STOMATITIS ISOLATED IN BRAZIL! 


A. Alonso Fernández? & M.S. Söndahl? 


SUMMARY 


Antigenic studies performed with vesicular 
stomatitis (VS) virus strains of the serotype 
Indiana (IND), Rancharia-Brazil/66 and Ribeirão- 
Brazil/78, isolated in the state of São Paulo Brazil, 
in 1966 and 1979 respectively, indicate that they 
have to be classified within the subtype IND-2 and 
that they are related to virus strains Salto-Argenti- 
na/63 and Cocal-Trinidad/61. The Espinosa-Brazil/ 
77 strain isolated in 1977 in cattle of the state of 
Minas Gerais, is closely related to the Alagoas- 
Brazil/64 strain, subtype IND-3. 

Studies of sera from recovered animals and im- 
munodiffusion gel agar tests confirmed the results 
obtained by 50% complement fixation tests. 

Field pathogenicity indicated that strains from 
the subtype IND-2 only affected horses, while the 
IND-3 subtype viruses affected cattle to a lower 
degree in comparison with horses. 

The northeast states and Minas Gerais, in Brazil, 
are affected by VS virus subtype IND-3, while in 
São Paulo and Rio Grande do Sul subtype IND-2 
strains are identified. 


INTRODUCTION 


Vesicular stomatitis (VS) viruses isolated from 
cattle, horses, sheep, goats and pigs belong to the 
two serotypes New Jersey (NJ) and Indiana (IND). 
Strains with different antigenic characteristics have 
been found within the Indiana serotype and are 
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classified as subtypes (3). The IND serotype would 
comprise the following subtypes: IND-1, which 
includes the classical strains identified in endemic 
VS area; IND-2, composed of the Salto-Argentina/ 
63 (3, 5) and Cocal-Trinidad/61 (3, 6) strains; and 
IND-3, comprising the Alagoas-Brazil/64 strain 
(2,3). 

The strains of the IND-2 and 3 subtypes would 
be less pathogenic for cattle, horses, pigs, sheep 
and goats that the IND-1 subtype strains (3, 8). 

New VS virus strains have been isolated in 
Brazil since 1964. This paper analyzes the anti- 
genic and immunogenic relations of these strains 
and classifies them into the corresponding sub- 
types based on those parameters. 


MATERIAL AND METHODS 


Virus strains 

For the NJ serotype the Costa Rica/66 strains 
was selected, and for the IND-1, 2 and 3 subtypes, 
the Costa Rica/72, Salto-Arg/63 and Alagoas-Br/ 
64 samples were used, respectively. Also were used 
the Rancharia-Br/66 and Ribeirão-Br/79 strains 
isolated from horses in the state of São Paulo, the 
Espinosa-Br/77 strain collected from cattle in the 
state of Minas Gerais, and the Sergipe-Br/84 strain 
identified in a horse in the state of Sergipe. 


Serological relationships (r) and parentage (R) 

They were established by 50% complemen: 
fixation (CFso) tests performed in accordance 
with procedures and criteria utilized in foot-and- 
mouth disease (7, 7). 


Serum neutralization (SN) 

The SN test was done on plates (4). The sera 
analized were taken from horses and cattle nega- 
tive to VS and animals recovered from infection 
with different strains of VS. 
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RESULTS 


The serological relationships and parentages 
indicated in Tables 1 and 2 show that the different 
strains analyzed have an affinity with the IND 
serotype but not with the NJ serotype. 

The SN tests perfermed with sera from cattle 
and horses recovered from VS, as summarized in 
Table 3, concur with the CFso data; i.e., there 
is cross neutralization among the different IND 
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strains, while the NJ serum has a neutralizing 
capacity only for itself. 


DISCUSSION 


Vesicular stomatitis is an endemic disease in 
the United States of America, Mexico, Central 
America, Panama, Colombia, Ecuador, Peru and 
Venezuela. In this region the viruses have a high 
pathogenicity for horses and cattle and have 


TABLE 1. Serological relationships among vesicular stomatitis virus strains 
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Hiperimmune sera 
IND-2 IND-3 
Antigens . NJ IND-1 Salto Ranch. Ribeir. Alag. Espin. Serg. 
LL ne 
Costa Rica/66 (NJ) 1.00 < 0.01 < 0.01 < 0.01 < 0,01 < 0.01 < 0.01 < 0.01 
Costa Rica/72 (IND-1) < 0.01 1.00 0.18 0.12 0.07 0.22 0.42 0.23 
Salto-Arg/63 (IN D-2) < 0.01 0.32 1.00 0.70 2.46 0.19 0.32 0.38 
Rancharia-Br/66 < 0.01 0.36 0.49 1.00 0.19 0.22 0.42 0.35 
Ribeirão-Br/79 < 0.01 0.22 0.98 0.88 1.00 0.10 0.13 0.18 
Alagoas-Br/64 (IND-3) < 0.01 0.14 5.04 0.03 0.02 1.00 0.73 0.59 
Espinosa-Br/77 < 0.01 0.32 0.10 0.05 0.02 0.93 1.00 0.84 
Sergipe-Br/84 < 0.01 0.19 0.21 0.41 0.22 0.83 0.80 1.00 
E ES RO O a a AA ee 
TABLE 2. Serological parentages among vesicular stomatitis virus strains 
Ê 
Hiperimmune sera 
IND-2 IND-3 

Antigens NJ IND-1 Salto Ranch. Ribeir. Alag. Espin. Serg. 
Costa Rica/66 (NJ) 100 < 01 < 01 < 01 < 01 < 01 < 01 < 01 
Costa Rica/72 (IN D-1) < 01 100 24 21 12 18 37 21 
Salto-Arg/63 (IND-2) < 01 24 100 59 67 09 18 28 
Rancharia-Br/66 < 01 21 59 100 41 08 15 37 
Ribeiráo-Br/79 < 01 12 67 41 100 04 05 20 
Alagoas-Br/64 (IND-3) < 01 18 09 08 04 100 82 70 
Espinosa-Br/77 < 01 37 18 15 os 82 100 82 
Sergipe-Br/84 < 01 21 28 37 20 70 82 100 
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TABLE 3. Mean serum neutralization titers obtained in sera from horses and cattle 
recovered from vesicular stomatitis 

st se het A A AAA A A A ee 
Virus strain 
Indiana 
Sources No. of sera NJ 
of sera analized CR/66  CR/72 Salto Ranch. Ribeir. Alag. Espin. Serg. 
A ee 
Central America NJ? 9 42 <09 <09 <09 <09 <09 <09 < 0.9 
Central America IND-12 5 < 0.9 4.2 3.5 3.3 2.8 2.2 2.7 2.1 
Rancharia-SP-Br? 6 < 0.9 42 3.8 41 4.2 2.2 2.3 29 
Ribeirdo-SP-Br? 9 < 0.9 2.3 4.2 4.2 4.3 2.7 2.7 2.9 
Alagoas-AL-Br? 3 <09 1.2 1.9 1.4 1.2 3.2 3.2 3.5 
Espinosa-MG-Br? 9 < 0.9 2.0 2.6 2.3 24 4.2 45 3.9 
Sergipe-SE-Br? 9 < 05 21 23 2.0 2.0 45 4.0 45 
Brasil-MG, SP, RSS 9 <09 <09 <09 <09 <09 <09 <09 <09 


4Sera from recovered cattle. 
b Sera from recovered horses. 
CSera from negative horses. 


always been classified within the NJ and IND 
(subtype IND-1) serotypes. Outside the region, 
the isolation of viruses from cattle or horses has 
occurred only once in Argentina (in 1963, in 
Salto, province of Buenos Aires) and on several 
occasions in Brazil. The first isolation in Brazil 
was in 1964 in the state of Alagoas, then in 1966 
in the county of Rancharia, state of São Paulo, 
followed by Espinosa, Minas Gerais in 1977, 
Ribeirão, São Paulo in 1979, and finally in Ser- 
gipe, in 1984. 

The first samples isolated outside the endemic 
area, that is, the Salto-Arg/63 and Alagoas-Br/64 
strains, were characterized by being less patho- 
genic for cattle, horses, pigs, sheep and goats 
(3, 8). They also showed antigenic differences 
when compared with the classical strains of the 
IND type represented in this study by the Costa 
Rica/72 virus. The serological rélationships and 
parentages and the SN tests (Tables 1, 2, 3) per- 
formed with the virus strains isolated during recent 
years in Brazil (Rancharia, Ribeirão, Espinosa and 
Sergipe) show that they are antigenically and im- 
munogenically related to the IND serotype. The 
first two strains are related to the Salto-Arg/63 


strain, and the latter two to the Alagoas-Br/64 
strains. These data permit to classify these strains 
within the IND-2 and IND-3 subtypes, respective- 
ly, by applying the antigenicity and immunogeni- 
city criteria (3). 

Considering the studies conducted and the 
location of the different isolations of VS virus in 
Brazil, it can be said that Brazil’s southern states 
(São Paulo and Rio Grande dc Sul) have been af- 
fected by the IND-2 subtype of VS virus. This 
assertion is also based on the fact that in 1979, 
field outbreaks were identified in horses in the 
counties of Guaíba, Tupanciretã and Encruzilhada 
do Sul, in the state of Rio Grande do Sul. Virus 
isolation was not possible, but SN tests indicated 
higher antibody levels for the strains of the IND-2 
subtypes than for the IND-1 and IND-3 strains. 
To date there has been no identification of either 
viruses or antibodies to strains of the IND-2 
subtype in cattle. All known cases have been in 
horses. Cattle in contact with affected horses have 
not presented signs of the disease, nor developed 
antibodies. 

On the other hand, in the states of Minas Gerais 
and of northeast Brazil VS strains were isolated 
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which correspond antigenically and immuno- 
genically to the IND-3 subtype (Alagoas, Espinosa 
and Sergipe); these strains are characterized by 
slightly and almost exclusively affecting horses. 
Cases in cattle have been very rare, even when 
cattle live in close contact with affected horses. 
Likewise, studies of antibody levels have also 
demonstrated that the conversion of antibodies is 
only slightly elevated and detectable in a small 
number of cattle. 
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ST O E DO DO er raras 


CARACTERIZACION BIOQUIMICA Y SEROLOGICA DE DIFERENTES CEPAS DE CAMPO. 
DE VIRUS DE LA FIEBRE AFTOSA AISLADAS EN AMERICA DEL SUR! 


LE. Bergmann, P. Augé de Mello? A. Alonso Fernández? ' 
E.A. Scodeller?, R. Casas Olascoaga?, J.L. La Torre? 


COMUNICACION BREVE 


Hasta hace poco tiempo, las técnicas serológicas 
clásicas eran las únicas usadas para acompañar el 
comportamiento de brotes de fiebre aftosa que 
ocurrían en América del Sur (6). La elevada tasa 
de mutación del genoma del virus de la fiebre afto- 
sa requiere la aplicación de técnicas altamente sen- 
sibles para posibilitar el establecimiento de la posi- 
ble fuente de brotes así como tener un mejor co- 
nocimiento de la base molecular de la variabilidad 
del virus (2, 5, 7, 10) y de la epidemiología de la 
fiebre aftosa, que es de gran importancia para 
la erradicación de la enfermedad. 

En una publicación anterior (7) se informó 
sobre la aplicación del “fingerprinting”” del ARN 
(mapas RNase T, de geles mono y bidimensiona- 
les) en combinación con técnicas serológicas para 
la caracterización de las cepas prototipo usadas pa- 
ra la producción de vacuna o como cepas de refe- 
rencia en América del Sur. Los resultados obteni- 
dos constituyen la base para un banco de datos 
conteniendo información disponible sobre los ge- 
nomas de cepas de virus de la fiebre aftosa preva- 
lentes en este continente y pueden ser usados co- 
mo un complemento para la información serológi- 
ca e inmunológica. 

Estos datos se usan corrientemente en los países 
de América del Sur para: a) complementar otras 
pruebas en la actualización de cepas de vacuna; 
b) evaluar ta estabilidad genética de las cepas 
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durante la producción de vacuna; c) establecer el 
posible rol de la vacuna en la ocurrencia de brotes 
de campo; d) identificar escapes de virus de labora- 
torios que manipulan virus de la fiebre aftosa, y e) 
acompañar el origen, comportamiento y destino de 
nuevas cepas en el campo. 

En esta comunicación, se extendieron los estu- 
dios al análisis de varias cepas relevantes del virus 
de la fiebre aftosa, subtipos O, A y C, aisladas en 
diferentes épocas en el campo y en distintas regio- 
nes de América del Sur. 

Al igual que los cardiovirus, el virus de la fiebre 
aftosa contiene un tracto del ácido poliribocitidíli- 
co cerca del terminal 5' del genoma (4, 77). El lar- 
go de este segmento es significativamente diferente 
para cada serotipo así como para cada subtipo y 
cepa (3) y,:por lo tanto, tiene un valor adicional 
para distinguir mejor los diferentes aislamientos 
(9). Los datos muestran claramente la pertinencia 
de aplicar estas técnicas bioquímicas y serológicas 
para una identificación rápida y exacta de aisla- 
mientos de cainpo. Por lo tanto, ellas proveen una 
base para definir rápidamente la posible fuente de 
un brote de virus de la fiebre aftosa, como fue 
mostrado por King et al. (8). 

Es claro que el análisis bioquímico, combinado 
con la identificación serológica de las cepas, es un 
buen método para la caracterización de virus con 
técnicas que pueden ser rápidamente aplicadas pa- 
ra el estudio de aislamientos de campo. 

Además de casos aislados de caracterización, ac- 
tualmente estamos haciendo seguimientos epide- 
miológicos más definidos, incluyendo varios ais: 
lamientos relacionados cronológicamente al mismo 
brote de campo. 

Estos estudios, en los cuales un gran número de 
muestras de campo son examinadas en un breve 
período de tiempo, serán muy útiles para com- 
prender en parte el comportamiento epidemiológi- 
co de los virus y darán información básica para 
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estudiar los factores biológicos y bioquímicos de la 
variabilidad del virus en el campo. 
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BIOCHEMICAL AND SEROLOGICAL CHARACTERIZATION OF DIFFERENT 
FIELD APHTOVIRUS STRAINS ISOLATED IN SOUTH AMERICA! 


I.E. Bergmann?, P. Augé de Mello?, A. Alonso Ferndndez?, 
E.A. Scodeller?, R. Casas Olascoaga?, J.L. La Torre? 


SHORT COMMUNICATION 


Until recently classical serological techniques 
were the only ones used to follow the behavior of 
outbreaks of foot-and-mouth disease (FMD) oxcur- 
ring in South America (6). The high mutation rate 
of the FMD virus (FMDV) genome requires the 
application of highly sensitive techniques in -order 
to make it feasible to establish the possible source 
of outbreaks as well as to have a better under- 
standing of the molecular basis of virus variability 
(2,5, 7, 10) and the epidemiology of FMD which 
is of critical importance for the eradication of the 
disease. 

In a previous publication (7), the application of 
RNA fingerprinting (RNase T; maps in one- and 
two-dimensional gels) in combination with sero- 
logical techniques was reported for the character- 
ization of the prototype strains used for vaccine 
production or as reference strains in South 
America. The results obtained provide the basis for 
a data bank containing information about the 
genomes of strains of aphtovirus prevalent in this 
continent and can be used as an adjunct to 
serological and immunological information. 

These data are currently being used in South 
American countries to: (a) complement other tests 
in the updating of vaccine strains; (b) assess the 
genetic stability of virus strains during vaccine 
production; (c) establish possible vaccine origin 
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of occurrence of field outbreaks; (d) identify virus 
escapes of laboratories which handle FMDV, and 
(e) monitor the origin, behavior and fate of new 
virus strains in the field. 

In the present communication studies are 
extended to the analysis of several relevant strains 
of FMDV serotypes O, A and C isolated at dif- 
ferent times in the field in different regions of 
South America. 

Like cardioviruses, FMDV contains a poly- 
ribocytidylic acid tract near the 5’ end of the 
genome (4, 77). The length of this segment is sig- 
nificantly different for each serotype as well as for 
each subtype and strain (3) and therefore has an 
additional value for better distinguishing different 
isolates (9). The data clearly show the relevance of 
applying these biochemical techniques in combina- 
tion with serological tests for a rapid and precise 
identification of field isolates. Therefore they 
provide a basis for defining rapidly the possible 
source of an FMDV outbreak stich as already 
shown by King et al. (8). 

It is clear that the biochemical analysis, com- 
bined with serological identification of strains, is a 
good approach for the characterization of viruses 
with techniques which can be rapidly applied to 
the study of field isolation. 

in addition to the characterization of isolated 
cases we are at present performing more defined 
epidemiological monitoring including several 
chronologically related isolates from the same field 
outbreak. 

These studies in which a large number of field 
isolates are examined within a short period of time 
will be very relevant to understand in part the 
epidemiological behavior of viruses and will 
provide useful basic information to study the 
biological and biochemical factors of virus variabi- 
lity in the field. 
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ALMACENAMIENTO DE VACUNA ANTIAFTOSA CON ADYUVANTE OLEOSO 
A BAJA TEMPERATURA! 


P. Sutmóller?, Ivo Gomes”, D. Abaracón”? 


COMUNICACION BREVE 


Debido a la inestabilidad de las vacurias antiaf- 
tosa, mismo en condiciones de refrigeración con- 
tinua, ha sido imposible preparar una vacuna 
estandar de referencia que pueda ser usada por 
largos períodos de tiempo. Con la tecnologia 
actual disponible, la mayor aproximación para la 
producción de dicha vacuna estandar probabie- 
mente sería la formulación de una vacuna con 
antígenos purificados conocidos, almacenados a 
temperaturas muy bajas. Sin embargo, la manipu- 
lación y formulación necesarias siempre podrían 
llevar a algunas dudas con respecto a su valor como 
parámetro de referencia. 

En abril de 1980, el Centro Panamericano de 
Fiebre Aftosa (CPFA) almacenó cerca de 3000 
dosis de vacuna antiaftosa inactivada con adyu- 
vante oleoso a -700C. Esta vacuna fue preparada 8 
meses antes y mantenida a +40C hasta el mo- 
mento de su congelación. El Cuadro 1 muestra la 
infectividad y los títulos de fijación del comple- 
mento (FC) de los antígenos. La vacuna fue for- 
mulada de acuerdo con los métodos estándar 
usados en esa época en el CPFA. En resumen, los 
antígenos fueron inactivados con etilenimina 
binaria (BEI) (7); la fase oleosa consistía de 90% 
de Marcol y 10% de Arlacel A (Atlas); se emulsi- 
ficaron partes iguales de la fase acuosa y de la fase 
oleosa por medio de un equipo semi-industrial de 
emulsificación desarrollado en el CPFA en colabo- 
ración con una firma local. 

Los resultados de las pruebas de potencia de la 
vacuna a los 30 y 180 días posvacunación (DPV) 
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CUADRO 1. Infectividad y títulos de fijación del 
complemento de los antígenos usadas en la 
formulación de vacuna antiaftosa inactivada 


Antígenos DI50/mi Títulos FC 
O, Campos 7,5 1/20 
A24 Cruzeiro 8,2 - 1/18 
C3 Resende 8,2 1/22 


se muestran en el Cuadro 2. Además, tres meses 
después de la formulación, las vacunas fueron 
usadas en. 14 bovinos jóvenes de 6-8 meses de 
edad. Los sueros de estos bovinos fueron exami- 
nados por la prueba de seroprotección (2) a los 30, 
90 y 180 DPV (Cuadro 3) con resultados expre- 
sados por la media de la expectativa porcentual de 
protección (EPP) (3, 4). De acuerdo con los resul- 
tados de las pruebas de desafío en bovinos y los 
datos serológicos se deduce que la calidad de la 
vacuna fue muy satisfactoria. 

Después de un período de almacenamiento de 
4 años y 3 meses a -700C, parte de la vacuna fue 


CUADRO 2. Prueba de potencia de vacuna antiaftosa. 
Dosis protectora bovino 50% 


Número de bovinos 
protegidos/vacunados 





Dilución? 30 ppv 180 DPV 
1/1 5/5 5/6 
1/4 5/5 6/6 
1/16 5/5 4/5 
1/84 4/4 3/6 
1/256 2/5 1/6 

Controles 0/2 0/2 





an. a A 2 
Diluido en emulsión sin antígenos. 


bopy = Dias posvacunación. 
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colocada durante 24 horas a +49C y utilizada para 
vacunar 22 bovinos con características similares a 
los usados en la prueba anterior. Los resultados de 
las pruebas de seroprotección de los sueros recolec- 
tados a los 30, 90 y 180 DPV se indican en el 
Cuadro 3. Estos resultados demuestran que la va- 
cuna antiaftosa con adyuvante oleoso puede ser 
almacenada a -70°C por un largo período de 
tiempo, sin que se compruebe pérdida de potencia. 
Esta vacuna podría servir como vacuna de referen- 
cia con el fin de estandarizar los procedimientos de 
control de vacuna. 


CUADRO 3. Medía de la expectativa porcentual 
de protección 


e LS 


Días posvacunación 





30 90 180 30 90 180 





Sueros 


ID — 
O, Campos 95,8 85,5 53,9 982 954 76,5 
A24 Cruzeiro 94,3 948 875 986 970 91 a 
C3 Resende 97,7 78,2 629 97,5 928 75,1 


eeaeee 





Vacunados en 1979 Vacunados en 1984 
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STORAGE OF INACTIVATED OIL ADJUVANTED FOOT-AND-MOUTH DISEASE 
VACCINE AT LOW TEMPERATURE! l 


P. Sutmóller?, Ivo Gomes? D. Abaracón? 


SHORT COMMUNICATION 


Because of the instability of foot-and-mouth 
disease (FMD). vaccines, even under conditions of 
continuous refrigeration, it has been impossible 
to prepare a standard reference vaccine, which 
can be used for a prolonged period of time. The 
best approximation for such a standard vaccine 
with present technology, would probably be the 
formulation of a vaccine from purified known 
antigens, stored at very low temperatures. How- 
ever, the required manipulation and formulation 
always would cast some doubts regarding its 
value as a reference reagent. 

In April 1980 the Pan American Foot-and- 
Mouth Disease Center (PAFMDC) stored a batch 
of about 3000 dosis of inactivated oil-adjuvanted 
FMD vaccine at -700C. This vaccine was prepared 
8 months earlier and had been kept at +4°C unti! 
the moment of freezing. Table 1 shows the infec- 
tivity and complement fixation (CF) titers of the 
antigens. The vaccine was formulated according to 
the standard methods used at that time at the 
PAFMDC. Briefly, the antigens were inactivated 
with binary ethylenimine (BEI) (7); the oil phase 
consisted of 90% Marcol 52 and 10% Arlacel A 
(Atlas); equal parts of the aqueous phase and the 
oil phase were emulsified by means of semi in- 
dustrial emulsification equipment developed by 
the PAFMDC in collaboration with a local firm. 

The results of vaccine potency tests at 30 and 
180 days post-vaccination (DPV) are given in 
Table 2. In addition 3 months after formulation, 
the vaccine was applied in 14 young cattle six to 








1 Presented at the meeting of the European Com- 
mission for the Control of Foot-and-Mouth Disease heid 
in Rio de Janeiro, 15-18 October 1985. Publication 
authorized. 

2Pan American Foot-and-Mouth Disease Center (PAHO/ 
WHO), Caixa Postal 589, 20001 Rio de Janeiro-RJ, Brazil. 


eight months old. The sera of these cattle were 
assayed by the mouse protection test (2) 30, 90 
and 180 DPV (Table 3) with results expressed as 
the mean expected percentage of protection (EPP) 
(3, 4). Cattle challenge test results and serological 
data indicated that the vaccine was of very satis- 
factory quality. After a storage period of 4 years 
and 3 months at -70°C some of the vaccine was 
placed for 24 hours at +40C and then used to vac- 
cinate 22 cattle similar to those in the earlier test. 
The results of the mouse protection tests of sera 
collected at 30, 90 and 190 DPV are also shown in 


TABLE 1. /nfectivity and complement fixation titers 
of the antigens used for the formulation of the 
inactivated FMD vaccine 


——" mm 








Antigens IDso/ml CF titers 
isa aim PS 

O, Campos 7.5 1/20 
A24 Cruzeiro 8.2 1/18 
C3 Resende 8.2 1/22 


—_— mma nn 


TABLE 2. FMD vaccine potency test. 
50% cattie protective dose 
——me o 
Number of cattle 
protected/vaccinated 











Dilution? 30 DPV 180 DPV 
1/1 5/5 5/6 
1/4 5/5 6/6 

y 116 5/5 4/5 
1/64 4/4 3/6 
1/256 2/5 1/6 

0/2 0/2 


| Controls 


=>". 


| = Diluted in emulsion without antigens. 
bopy = Days post-vaccination. 


SE SE ae 


Table 3. These results demonstrate that oil-adju- 
vanted FMD vaccine can be stored at -70°C 
without detectable loss of potency for a pro- 
longed period of time. Such vaccine could serve as 
a reference vaccine for the purpose of standardi- 
zation in vaccine control procedures. 


TABLE 3. Mean expected percentage of protection 


ee 


Days post-vaccination 


e teem meme 


30 90 180 30 go 180 








Sera Vaccinated in 1979 Vaccinated in 1984 
Po 


O, Campos 95.8 85.5 53.9 98.2 954 76.5 
Aza Cruzeiro 94.3 94.8 87.5 98.6 97.0 91.7 
C3 Resende 97.7 78.2 62.9 97.5 928 76.1 
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BAXT, B., MORGAN, D.O., ROBERTSON, B.H., TIMPONE, C.A. 
Texto en inglés. J. Virol. 57 (2): 298-305, 1984. [Plum Island Animal Disease Center, USDA, Green- 


port, NY 11944, USA] 


Epítopes en la proteína VP, del cápside externo 
del virus de la fiebre aftosa relacionados con la 
neutralización y la adsorción a la célula 

La proteína estructural VP, de la fiebre aftosa 
incluye la formación de anticuerpos neutralizantes 
y protectores y es probablemente la proteína viral 
que interacciona con los receptores de las células 
en cultivos celulares. Para estudiar las relacio- 
nes existentes entre epítopes en la molécula rela- 
cionada con la neutralización y adsorción celu- 
lar se probó el efecto de anticuerpos monoclona- 
les preparados contra el virus tipo Aj», la pro- 
teína A2 VP, purificada y el fragmento A; 
VP, generado por CNBr, por neutralización y 
su efecto sobre la adsorción viral. Los anticuer- 
pos seleccionados para el análisis neutralizaron la 
infecciosidad viral con eficiencia variable. Un gru- 
po de anticuerpos ocasionó un elevado grado de 
agregación viral e inhibió la adsorción de virus 
a las células en un 80 a 90%. Un anticuerpo, que 
es específico para el virión intacto, ocasionó una 
pequeña agregación viral y no tuvo efecto en el 
acoplamiento del virus a los receptores ceiulares. 
Así se demostraron por lo menos tres áreas antigé- 
nicas en la superficie del virus de la fiebre aftosa 
que estaban relacionadas con la neutralización. 
Uno de los sitios antigénicos parece haber sido res- 
ponsable por la interacción con los receptores celu- 
lares en la superficie de las células susceptibles. 


BEUTEL, H. 


Epitopes on foot-and-mouth disease virus outer 
capsid protein VP, involved in neutralization 
and cell attachment 

Foot-and-mouth disease virus structural protein 
VP, elicits neutralizing and protective antibody 
and is probably the viral attachment protein 
which interacts with celiular receptor sites on 
cultured cells. To study the relationships between 
epitopes on the molecule related to neutralization 
and cell attachment, we tested monoclonal anti- 
bodies prepared against type A,» virus, isolated 
A12 VP,, and a CNBr-generated Aj, VP, frag- 
ment for neutralization and effect on viral absorp- 
tion. The antibodies selected for analysis neu- 
tralized viral infectivity with varying efficiencies. 
One group of antibodies caused a high degree 
of viral aggregation and inhibited the adsorption 
of virus to cells by 50 to 70%. A second group of 
antibodies caused little or no viral aggregation 
but inhibited the adsorption of virus to cells by 
80 to 90%. One antibody, which is specific for 
the intact virion, caused little viral aggregation 
and had no effect on the binding of virus to 
specific cellular receptor sites. Thus, at least three 
antigenic areas on the surface of foot-and-mouth 
disease virus which were involved iri neutralization 
were demonstrated. One of the antigenic sites 
appears to have been responsible for interaction 
with the cellular receptor sites on the surface of 
susceptible cells. 


Texto en alemán. Tierärztliche Umschau 39 (5): 359-360, 362, 1984. (Vet. Bull. 54 (12): 7737, 
1984). [Regierung von Oberbayern, Maximilianstrasse 39, D-8000 Miinchen 22, German Federal Repub- 


lic} 


Complicaciones seguidas a la vacunación contra la 
fiebre aftosa 
En Bavaria, cerca de 4.7 millones de bovinos 


Complications following vaccination against foot 
and mouth disease 
In Bavaria, some 4.7 million cattle were 
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fueron vacunados contra la fiebre aftosa en cada 
uno de los años 1980, 1981 y 1982. Las complica- 
ciones por estas vacunaciones resultaron en la 
muerte de 286 (0,006%), 193 (0,0042%) y 190 
(0,004%) de los bovinos respectivamente, conside- 
randose como las causas principales las reaccio- 
nes alérgicas inmediatas y tardías y otros trans- 
tornos conjuntos. La tasa de aborto posvacunal 
fue cerca de 0,3%. 
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vaccinated against FMD in each of the years 1980, 
1981 and 1982. Complications resulted in the 
death of 286 (0.006%), 193 (0.0042%) and 190 
(0.004%) of the cattle, respectively, with immedi- 
ate and delayed allergic reactions and joint disor- 
ders as the principal causes. The post-vaccinal 
abortion rate averaged about 0.3%. 


BLACK, L., FRANCIS, M. J., RWEYEMAMU, M.M., UMEHARA, O., BOGE, A. 
Texto en inglés. J. Biol. Stand.12 (4): 379-389, 1984. [Wellcome Foot and Mouth Disease Vaccine 
Laboratory, Pirbright, Woking, Surrey, GU24 ONQ, UK] 


Relaciones entre títulos de anticuerpos séricos y 
protección contra la fiebre aftosa en cerdos des- 
pués de la vacunación con vacuna oleosa 

En experimentos realizados en Brasil, Inglaterra 
y Alemania, 765 cerdos fueron probados a las 1, 
3-4 o 17 semanas después de la vacunación siendo 
los sueros titulados por pruebas de neutralización 
macrocolor, microcolor o efectos microcitopáti- 
cos. Usando cepas del virus O; e intervalos de 
prueba de 3-4 semanas, se demostraron correlacio- 
nes entre los títulos de protección y los de sueros 
neutralizantes aunque los títulos correspondientes 
a determinados niveles de protección, variaron de 
acuerdo con el método de titulación. La capacidad 
de protección del antisuero fue confirmada por ex- 
perimentos de transferencia pasiva de anticuerpos. 
El análisis retrospectivo de 49 pruebas de desafío 
mostró que usando la prueba de macrocolor, el 
promedio del título del suero de un grupo (8 cer- 
dos) de 1,74 log¡oSNso correspondió a 5 de 8 
(o más) protegidos en la prueba en 92% de los 
casos. 3e discute la posibilidad de usar títulos 
de sueros como una alternativa al desafío con 
la vacuna de emulsión oleosa en la pruebas de 
potencia. 


The relationship between serum antibody titres 
and protection from foot and mouth disease in 
pigs after oil emulsion vaccination 

In. trails performed in Brazil, England and 
Germany, 765 pigs were challenged at 1, 3-4 or 
17 weeks after vaccination and their sera were 
titrated by macrocolour, microcolour or micro- 
cytopathic effects neutralization tests. Using 
O, virus strains and challenge intervals of 3-4 
weeks, correlations were demonstrated between 
protection and serum neutralizing titres although 
the titres corresponding to given levels of protec- 
tion varied with the titration method. The protec- 
tive capacity of antiserum was confirmed by pas- 
sive antibody transfer experiments. Retrospective 
analysis of 49 challenge tests showed that using 
the macrocolour test, a group mean (8 pigs) serum 
titre of 1.74 log; 0SNso corresponded with 5 out 
of 8 (or more) protected from challenge in 92% 
of cases. The possibility of using serum titres as 
an alternative to challenge for oil emulsion vaccine 
potency tests is discussed. 


BURROUGHS, J.N., SANGAR, D.V., CLARKE, B.E., ROWLANDS, D.J., BILLIAU, A., COLLEN, D. 
Texto en inglés. J. Virol. 50 (3): 878-883, 1984. [Animal Virus Research Institute, Pirbright, Woking, 


Surrey GU24 ONF, UK] 


Proteasas múltiples en la replicación del virus de 
la fiebre aftosa 


Multiple proteases in foot-and-mouth disease virus 
replication 
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La translación del ARN del virus de la fiebre af- 
tosa en un lisado reticular de conejo por intervalos 
cortos de tiempo resultó en una producción de los 
péptidos P20a, P16 y P88 (Lab, Lb, y P1) (R.R. 
Rueckert, Recommendations of the 3rd European 
Study Group on Molecular Biology of Picorna- 
virus, Urbino, Italia, 1983). Previniendo la trasla- 
ción posterior, el precursor de la proteína estruc- 
tural P88 no fue clivado, aun después de incuba- 
ción prolongada. Este resultado indica que el me- 
canismo de clivaje entre P20a-P16 y P88 y el de 
P88 y P52 (P2) difiere del mecanismo de clivajes 
secundarios que producen proteínas estructura- 
les. Además, el tratamiento de células infectadas 
con virus de la fiebre aftosa con el inhibidor 
D-valil fenilalanil lisil clorometil ketona previno 
eventos de clivaje in vivo. Estos resultados sugieren 
que el clivaje de la poliproteína del virus de la 
fiebre aftosa utiliza dos proteasas de diferentes 
huéspedes. 


CLARKE, J.B. 


Translation of foot-and-mouth disease virus 
RNA in a rabbit reticulocyte lysate for short time 
intervals resulted in the production of the peptides 
P20a, P16 and P88 (Lab, Lb, and P1) (R.R. 
Rueckert, Recommendations of the 3rd European 
Study Group on Molecular Biology of Picorna- 
virus, Urbino, Italy, 1983). If further translation 
was prevented, the structural protein precursor P88 
was not cleaved, even after prolonged incubation. 
This result indicates that the mechanism of the 
cleavage between P20a-P16 and P88 and of that 
between P88 and P52 (P2) differs from the mech- 
anism of the secondary cleavages which produce 
the structural proteins. Furthermore, treatment 
of foot-and-mouth disease virus-infected cells with 
the protease inhibitor D-valyl phenylalany! lysyl 
chloromethyl ketone prevented the jn vivo cleav- 
age events. These results suggest that the cleavage 
of the foot-and-mouth disease virus polyprotein 
utilizes two different host proteases. 


Texto en inglés. Acta virol. 27: 534, 1983. [Animal Virus Research Institute, Pirbright, Woking, 


Surrey GU24 ONF, UK] 


Transformación y producción de virus de la fie- 
bre aftosa de algunas líneas de células BHK 

Se examinó un número de líneas de células 
BHK para comprobar su susceptibilidad a algunas 
cepas de virus de la fiebre aftosa y para determi- 
nar su estado de transformación, medidos por su 
eficiencia de formación de colonias en agar blando. 
Se encontró correlación entre líneas de baja sus- 
ceptibilidad y elevados niveles de transformación 
y viceversa. El tratamiento de las líneas celulares 
con tioprolina, AMP cíclico o fibronectina, subs- 
tancias que de acuerdo con informes favorecen la 
reversión de células transformadas a un fenotipo 
más normal, no tuvieron efecto sobre las caracte- 
rísticas de crecimiento celular o en su susceptibili- 
dad al virus. 


Transformation and foot-and-mouth disease virus 
(FMDV) productivity of some BHK cell lines 

A number of BHK cell lines were examined 
for their susceptibility to some test FMDV strains 
and for their transformed status, as measured by 
their colony-forming efficiency in soft agar. A 
correlation was found between low susceptibility 
to FMDV strains and high levels of transformation 
and vice versa. Treatment of cell lines with thio- 
proline, cyclic AMP, or fibronectin, substances 
reported to cause transformed cells to revert to 
a more normal phenotype, were without effect on 
growth characteristics or virus susceptibility. 


CHEUNG, A., WHITEHEAD, P., WEISS, S., KUPPER, H. 
Texto en inglés. Gene 30: 241-245, 1984. (FMD Bull. Wellcome 23 (2): 85/ 13, 1985). [ Biogen S.A., 


Geneva, Switzerland] 


Secuencia de! nucleotideo del gen VP1 del virus 
de la fiebre aftosa A Venceslau 


Nucleotide sequence of the VP1 gene of the foot- 
and-mouth disease virus strain A Venceslau 
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La proteína VP1 del cápside del virus de la 
fiebre aftosa cepa A Venceslau (Aven) consiste de 
213 residuos de aminoácidos. Pruebas de seroneu- 
tralización demostraron que la cepa Aven es muy 
similar a la cepa A Argentina/79 (A,9) pero 
bastante diferente de la cepa A24 Cruzeiro (As 4). 
Hay una correlación marcada entre las secuencias 
de los aminoácidos y los datos serológicos. El 
análisis de nucleótidos y la secuencia de aminoá- 
cidos de VP1 mostró que los virus serológicamente 
relacionados (Aven y A79) difieren menos en esta 
región del genoma que los virus serológicamente 
distintos (Aven y A24). La variación más significa- 
tiva entre Aven y A24 ocurre en las posiciones de 
los aminoácidos 43 a 46 doride los cuatro residuos 
son diferentes. 


DEKA, B.C.; SHARMA, S.K., PATHAK, R.C. 
Texto en inglés). /ndian Vet. J. 67 (2): 96-99, 
Mathura, Uttar Pradesh 281 002, India} 


Aplicación de la contrainmunoelectroforesis para 
la serotipificación del virus de la fiebre aftosa 

Treinta muestras del virus de la fiebre aftosa 
(12 tipo O, 10 Asia-1, 5 de tipo C y 3 de A) fueron 
estudiadas por pruebas de contrainmunoelectro- 
foresis y difusión en gel de agar. Los resultados de 
las dos pruebas fueron similares y también con la 
prueba de fijación del complemento en tubo reali- 
zada anteriormente en las mismas muestras. La 
prueba de contrainmunoelectroforesis fue más 
rápida que la de difusión en gel de agar, obtenién- 
dose los resultados a las 2-3 horas. 


DOEL, T.R. & DAVID, D.J. 
Texto en inglés. J. Biol. Stand. 12: 247-255, 
Woking, Surrey GU24 ONF, UK] 


Estabilidad y potencia de vacunas preparadas 
de concentrados de virus inactivado de la fiebre 
aftosa 

La estabilidad de las partículas 146S en concen- 
trados de virus de la fiebre aftosa almacenadas a. 
40C fue similar a la de las partículas 146S en una 
preparación convencional de virus. No se observó 
la degradación proteolítica de VP1 en la prepara- 
ción de virus convencional almacenado ni en 
concentrados del suplemento inhibidor, pero fue 
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The VP1 coat protein of FMDV strain A Ven- 
ceslau (Aven) consists of 213 amino acid residues. 
Serum neutralization tests demonstrated that 
strain Aven is closely related to strain A Argen- 
tina/79 (A79) but significantly different from 
strain A24 Cruzeiro (A24). There is a strong 
correlation between the amino acid sequences and 
the serological data. Nucleotide and amino acid 
sequence analyses of VP1 showed that serological- 
ly related viruses (Aven and A79) differ less in this 
region of the genome than those of serologically 
distinct viruses (Aven vs. A24). The most signifi- 
cant variation between Aven and A24 occurs at 
amino acid positions 43 to 46, in which all four 
residues are different. 


1984. (Vet. Bull. 54 (11): 7094, 1984). [Vet. Coll., 


Application of counterimmunoelectrophoresis for 
serotyping of aphthovirus 

Thirty samples of aphthovirus (12 type O, 10 
of Asia-1, 5 of C and 3 of A) were analysed by 
counterimmunoelectrophoresis and agar gel dif- 
fusion tests. Results of the two tests were in 
agreement, and they also agreed with the com- 
plement fixation tube test carried out earlier on 
the same virus samples. Counterimmunoelectro- 
phoresis was quicker than agar gel diffusion, the 
results being obtainable within 2-3 h. 


1984. [Animal Virus Research Institute, Pirbright, 


The stability and potency of vaccines prepared 
from inactivated foot-and-mouth disease virus 
concentrates 

The stability of 146S particles in concentrates 
of foot and mouth disease virus stored at 40C was 
similar to that of 146S particles in a conventional 
virus preparation. Proteolytic degradation of VP1 
was not observed in the stored conventional virus 
preparation or inhibitor-supplemented concen- 
trate but was observed in a supplement-free 
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observada en un concentrado libre de suplemento. 
La potencia de vacunas producidas con prepara- 
ciones convencionales y concentradas y almace- 
nadas en paralelo a 40C pareció disminuir después 
de las 16 semanas. Las vacunas producidas de con- 
centrado libre de suplemento y de concentrado 
con suplemento de Trasylol parecieron ser tan 
potentes cuanto la vacuna convencional y fueron 
claramente superiores a la vacuna producida con 
concentrado suplementado con suero de buey. 


FRANCIS, M.J. & BLACK, L. 


concentrate. The potencies of vaccines made from 
the conventional and concentrated preparations 
and stored in parallel at 4°C appeared to decrease 
after 16 weeks. The vaccines made from the 
supplement-free concentrate and the Trasylol 
supplemented concentrate appeared to be at 
least as potent as the conventional vaccine and 
were clearly superior to vaccine made from ox 
serum supplemented concentrate. 


Texto en inglés. Res. Vet. Sci. 37: 72-76, 1984. [Wellcome Biotechnology Ltd., Welicome Foot and 
Mouth Disease Vaccine Laboratory, Pirbright, Woking, Surrey, GU24 ONO, UK] 


Efecto en el declinio de la tasa de anticuerpos de 
fiebre aftosa maternos en lechones, en relación al 
régimen de vacunación de las cerdas 

Tres pares de cerdas fueron vacunadas contra la 
fiebre aftosa en varios intervalos antes de parir y se 
recolectaron periódicamente muestras de sangre 
de lechones durante 70 dias después del nacimien- 
to. Cuando las cerdas fueron vacunadas 12-13 días 
antes de parir, los anticuerpos neutralizantes de 
fiebre aftosa en la fecha del parto fueron IgM 
y la media de vida de los anticuerpos maternos 
observada en los lechones fue corta (cuatro a ocho 
días). Sin embargo, cuando las cerdas fueron vacu- 
nadas por última vez a los 30-32 dias antes de pa- 
rir, los anticuerpos neutralizantes maternos en los 
lechones fueron predominantemente IgG y la 
media de vida observada fue de siete a 21 días. 
Estas medias de vida de IgG estaban relacionadas 
con el período en el cual los anticuerpos maternos 
pudieron ser demostrados y con la tasa de aumento 
del volumen de sangre de los lechones en el mismo 
período. Cuando se hicieron correcciones para 
aumentar el volumen de sangre, la tasa de declinio 
de anticuerpos IgM en los lechones fue siete a 18 
mientras que la tasa de declinio para IgG fue supe- 
rior a 408 días. De este resultado se infirió que 
hubo poco o ningún catabolismo o excreción de 
IgG durante los primeros 70 días de vida de los 
lechones. 


Effect of the sow vaccination regimen on the 
decay rate of maternally derived foot and mouth 
disease antibodies in piglets 

Three pairs of sows were vaccinated against 
foot and mouth disease (FMD) at various intervals 
before farrowing and samples of blood were col- 
lected from their pigiets periodically for 70 days 
after birth. When the sows were vaccinated 12 to 
13 days before farrowing the predominating FMD 
neutralising antibody at time of parturition was 
IgM and the observed half lives of the maternally 
derived antibodies in the piglets were short (four 
to eight days). However, when sows were last vac- 
cinated 30 to 32 days before farrowing, the ma- 
ternally derived FMD neutralising antibodies in 
the piglets were predominantly IgG and the ob- 
served half lives were seven to 21 days. These 
observed half lives for IgG were shown to be 
closely related to the period over which the 
maternally derived antibodies could be demons- 
trated and to the rate of increase of the piglet’s 
blood volume over the same period. If corrections 
were made for increase in blocd volume the decay 
rate of IgM antibodies in piglets was seven to 18 
days while the decay rate for IgG was greater 
than 408 days. This result suggested that there 
was little or no IgG catabolism or excretion during 
the first 70 days of the piglet's life. 


44 





FRANCIS, M.J. & BLACK, L. 


Bol. Centro Panamericano Fiebre Aftosa 51 


Texto en inglés. J. Hyg. Camb. 93: 123-131, 1984. [Wellcome Biotechnology Ltd., Wellcome Foot 
and Mouth Disease Vaccine Laboratory, Pirbright, Woking, Surrey, GU24 ONO, UK] 


Efecto del régimen de vacunación en la transferen- 
cia de anticuerpos de la fiebre aftosa de cerdas a 
sus lechones 

Cuatro grupos de cerdas preñadas fueron ino- 
culadas con vacuna antiaftosa de emulsión oleosa 
tipo O, en varias fechas antes de parir y de las mis- 
mas se recolecó suero, calostro y leche, y suero 
de los lechones, durante la primera semana des- 
pués de la parición. Estas muestras fueron ana- 
lizadas para comprobar la actividad neutralizan- 
te del virus de la fiebre aftosa. No se detectó anti- 
cuerpos neutralizantes de la fiebre aftosa en el 
suero de lechones al nacer pero fueron detectados 
a las 1,5 horas de lactación siendo que los picos 
de los títulos fueron a los 1-3 días después. No 
hubo diferencia significativa entre los títulos rte 
anticuerpos de las muestras de calostro recolecta- 
das de diferentes tetas de las cerdas, sin embargo, 
muestras similares recolectadas 3 días después, 
mostraron variación significativa (P<0,005) entre 
las tetas delanteras y traseras. La clase principal de 
anticuerpos neutralizantes presentes en el suero de 
cerdas al parir y en sus lechones de tres días de 
edad fue determinada por el esquema de inocula- 
ción empleado. Cuando se aplicaron las últimas 
vacunaciones aproximadamente 30 días antes 
de parir, la clase predominante de anticuerpo neu- 
tralizante de virus de la fiebre aftosa fue IgG. Sin 
embargo, cuando las cerdas fueron vacunadas 
aproximadamente 12 días antes de parir, la cla- 
se predominante fue IgM. Una correlación signi- 
ficativa fue observada entre los títulos de los 
sueros de cerdas y los títulos del calostro al parir 
(r = 0,90), y también entre los títulos del calostro 
al parir y los títulos de sus lechones de tres días 
de edad (r = 0,99). 


GIBSON, C.F., DONALDSON, A.F., FERRIS, N.P. 


The effect of vaccination regimen on the transfer 
of foot and mouth disease antibodies from the sow 
to her piglets 

Four groups of pregnant sows were inoculated 
with type O, foot and mouth disease (FMD) oil 
emulsion vaccine at various times before farrowing 
and samples of the sow's serum, colostrum and 
milk and piglet’s serum, collected during the first 
week after farrowing, were analysed for FMD virus 
neutralizing activity. No FMD neutralizing anti- 
bodies were detectable in the piglets’ serum at 
birth but they were present 1.5 h after suckling 
and peak titres were reached 1-3 days later. There 
was no significant difference between the anti- 
body titres of colostrum samples collected from 
different teats at farrowing. However, similar 
samples collected 3 days later showed significant 
(P < 0.005) fore to hind variation. The principal 
FMD virus neutralizing antibody class present in 
the sows’ serum at farrowing and in their 3-day-old 
piglets was governed by the inoculation schedule 
employed. When the last vaccinations were given 
approximately 30 days before farrowing (dbf) 
the predominant FMD virus neutralizing class was 
IgG. However, when the sows were vaccinated 
oniy approximately 12 dbf the predominant class 
was IgM. A significant correlation was observed 
between the sows’ serum titres and colostrum 
titres at farrowing (r = 0.90), and also between 
the sows’ colostrum titres at farrowing and their 
3-day-old piglets’ serum titres (r = 0.99). 


Texto en inglés. Vaccine 2: 157-161, 1984. [Animal Virus Research Institute, Pirbright, Woking, 


Surrey, UK] 


Respuesta de ovinos vacunados con grandes dosis 
de vacuna al desafío de virus de la fiebre aftosa 
transportado por el aire 


Responses of sheep vaccinated with large doses 
of vaccine to challenge by airborne foot and 
mouth disease virus 
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La administración de cantidades tres veces o 
seis veces mayores que la dosis de vacuna antiafto- 
sa convencional tipo O en ovinos los previno una 
semana más tarde de la difusión virémica después 
de la exposición al virus transportado por el aire. 
Sin embargo, la replicación del virus en el tracto 
respiratorio o la excreción en líquidos esofágico- 
faríngeos y la respiración no fue prevenida. Se dis- 
cute la implicación de estos descubrimientos en la 
política de uso conjunto del rifle sanitario con la 
vacuna como un elemento complementario en los 
países que están libres de fiebre aftosa y que no 
practican la vacunación anual. 


Administration of three-fold or six-fold larger 
doses of conventional monovalent type O foot and 
mouth disease (FMD) vaccine to sheep prevented 
viraemic distribution of virus after exposure to 
airborne virus one week later. However, virus repli- 
cation in the respiratory tract or excretion in 
oesophageal-pharyngeal fluids and breath was 
not prevented. The implication of these findings 
for the use of vaccine as an adjunct to a ‘stamping 
out’ policy for countries which are free from FMD 
and which do not practice mass annual vaccination 
are discussed. 


GRUBMAN, M.J., ROBERTSON, B.H., MORGAN, D.O., MOORE, D.M., DOWBENKO, D. 


Texto en inglés. J. Virology 50 (2): 579-586, 
Greenport, New York 11944, USA] 


Mapa bioquimico de polipéptidos especificados 
por el virus de la fiebre aftosa 

Marcación de células de riñón de bovino infec- 
tadas con virus de la fiebre aftosa reveló polipépti- 
dos virales específicos estables e inestables. Para 
identificar las relaciones del producto precursor 
entre estos polipéptidos, se usó antisuero contra 
un número de polipéptidos específicos estructura- 
les y no estructurales. Traslaciones libres de células 
programadas con el ARN del virión de la fiebre 
aftosa o lisados de células de riñón de bovino in- 
fectados con virus de la fiebre aftosa, que demos- 
traron contener polipéptidos casi idénticos, fueron 
inmunoprecipitados con los diversos antisueros. 
Algunas proteínas fueron comparadas por diges- 
tión parcial de la proteasa para establecer posterior 
identificación. También se presenta la evidencia 
de una asociación de la membrana de los polipép- 
tidos codificados por el medio de la región del 
genoma. De acuerdo con la información anterior, 
se estableció un mapa bioquímico del genoma del 
virus de la fiebre aftosa. 


1984. [USDA, Plum Island Animal Disease Center, 


Biochemical map of polypeptides specified by foot 
and mouth diesease virus 

Pulse-chase labelling of foot and mouth disease 
virus-infected bovine kidney cells reyealed stable 
and unstable viral-specific polypeptides. To iden- 
tify precursor-product relationships among these 
polypeptides, antisera against a number of struc- 
tural and nonstructural viral-specific polypeptides 
were used. Cell-free translations programmed with 
foot and mouth disease virion RNA or foot and 
mouth disease virus-infected bovine kidney cell 
lysates, which were shown to contain almost 
identical polypeptides, were immunoprecipitated 
with the various antisera. To further establish 
identity, some proteins were compared by partial 
protease digestion. Evidence for a membrane 
association of the polypeptides coded for by the 
middle genome region is also presented. A bio- 
chemical map of the foot and mouth disease 
virus genome was established from the above 
information. 


HAMBLIN, C., ARMSTRONG, R.M., HEDGER, R.S. 
Texto en inglés. Vet. Microbiol. 9: 435-443, 1984. [Animal Virus Research Institute, Pirbright, 


Woking, Surrey, UK] 


Una prueba rápida de inmunoabsorbencia ligada 
con enzimas para la detección del virus de la fiebre 
aftosa en tejidos epiteliales 


A rapid enzyme-linked immunosorbent assay for 
the detection of foot and mouth disease virus in 
epithelial tissues 
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Un ensayo rápido de sandwich doble de inmu- 
noabsorbencia ligada con enzimas {ELISA) ha sido 
usado para la identificación y diferenciación de 
tipos de virus de la fiebre aftosa en muestras de 
tejidos epiteliales de campo sometidas para diag- 
nóstico. No se encontró dificultad en la tipifica- 
ción directa de muestras de epitelio fresco prove- 
nientes de vesículas rotas recientemente por las 
pruebas de fijación del complemento (FC) o 
ELISA. La prueba de ELISA fue más sensible y 
específica, pero no demostró ser más eficiente 
que la tradicional prueba de FC en la tipificación 
directa de muestras de pobre calidad provenientes 
de varios países donde las comunicaciones frecuen- 
temente son difíciles. Sin embargo, cuando se 
usaron ambas pruebas stmultánegmente, el virus 
de la fiebre aftosa fue confirmado en 27 muestras 
más usando FC. Se discute algunas posibles razo- 
nes por la falla en detectar virus por ELISA en 
ciertos casos. 


HAVE, P., LEI, J.C., SCHJERNING-THIESEN, K. 


A rapid double sandwich enzyme-linked im- 
munosorbent assay (ELISA) has been used for 
the identification and type differentiation of 
foot and mouth disease (FMD) viruses in epithelial 
tissue samples submitted for diagnosis from the 
field. No difficulty was experienced in the direct 
typing of freshly harvested epithelium from re- 
cently ruptured vesicles by the complement fixa- 
tion (CF) test or ELISA. The ELISA was more 
sensitive and specific, but proved no more ef- 
ficient than the traditional CF test in the direct 
typing of samples of poorer quality from many 
countries overseas where communications are 
often difficult. However, when both tests were 
used concurrently, FMD virus typings were con- 
firmed in 27 more samples. Some possible reasons 
for the failure of ELISA to detect virus in certain 
cases are discussed. 


Texto en inglés. Acta Vet. Scandinavica 25 (2): 280-296, 1984. (Vet. Bull. 55 (2): Abst. 732, 1985). 
[State Veterinary Institute Virus Research, Lindholm, DK-4771 Kalvehave, Denmark] 


Un ensayo de inmunoabsorbencia ligada a enzima 
(ELISA) para el diagnóstico primario de la fiebre 
aftosa. Caracterización y comparación con la prue- 
ba de fijación del complemento 

Una prueba sandwich ELISA para los virus de la 
fiebre aftosa O, A y C empleó una combinación de 
anti-146S de conejo y anticuerpos hiperinmunes 
de cobayos. Esto fue muy eficiente para detectar 
tanto las partículas 146S como tas subunidades 
12S. ELISA fue aproximadamente 500 veces más 
sensible que la fijación del complemento (FC) para 
el examen de muestras epiteliales de vesículas de 
fiebre aftosa. Un diagnóstico primario precoz de 
fiebre aftosa fue obtenido tanto por FC como por 
ELISA en 19 de 21 casos confirmados. Los dos 
casos restantes fueron inicialmente negativos por 
FC pero positivos por ELISA. 


A enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
for the primary diagnosis of foot-and-mouth 
disease. Characterization and comparison with 
complement fixation 

A sandwich type ELISA for aphthovirus types 
O, A and C employed a combination of rabbit 
anti-146S and guinea pig hyperimmune anti- 
bodies. This was highly efficient for detecting both 
146S particles and 12S subunits. The ELISA was 
approximately 500 times more sensitive than 
complement fixation (CF) when examining 
epithelial samples of FMD vesicles. An early 
primary diagnosis of FMD was obtained by both 
CF and ELISA in 19 out of 21 confirmed cases. 
The remaining 2 cases were initially negative in CF 
but positive in ELISA. 


KLEID, D.G., YANSURA, D.G., DOWBENKO, D., WEDDELL, G.N., HOATLIN, M.E., CLAYTON, N., 
SHIRE, S.J., BOCK, L.A., OGEZ, J., BUILDER, S., PATZER, E.J., MOORE, D.M., ROBERTSON, B.H., 


GRUBMAN, M.J., MORGAN, D.O; 


Texto en inglés. Dev. Ind. Microbial. 25: 317-325, 1984. (Vet. Bull. 55 (10): Abst. 6162, 1985). 
[Genetech ind., 460 Point San Bruno Boulevard, San Francisco, CA 94080, USA] 
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Proteína viral clonada para el contro! de la fiebre 
aftosa 

Genes codificados en la proteína VP1 de varias 
cepas de virus de la fiebre aftosa fueron clonados 
en secuencia. El genoma apropiado fue ligado al 
promotor y operador del operón “trp” de E. coli. 
Se dio la fusión proteica de este operón y la 
proteína de superficie viral fue aislada de E. coli. 
Al producto se incorporó adyuvante oleoso 
para formar una vacuna capaz de producir altos 
títulos de anticuerpos neutralizantes y resistencia a 
la infección en bovinos. 


47 


Cloned viral protein for control of foot and mouth 
disease 

Genes coding for VP1 proteins of various 
strains of aphthovirus were cloned and sequenced. 
The appropriate genome was linked to the pro- 
moter and operator of E. coli ‘trp’ operon. A 
fusion protein was formed from this operon and 
viral surface protein isolated from plasmid-trans- 
formed E. coli. The product was incorporated with 
oil adjuvant to form a vaccine, capable of pro- 
ducing high titres of neutralizing antibody and 
resistance to infection in cattle. 


LAL, S.M., VASANTHIA, S., KHAN, S.K., BABBAR, O.P. 
Texto an inglés. Indian J. Comp. Microb., Immun. Infec. Dis. 4 (4): 229-234, 1983. (Vet. Bull. 54 
(11): Abst. 7095, 1984). [Vet. Res. Inst., Hebbal Campus, Bangalore, India] 


Naturaleza de la inhibición del virus de la fiebre 
aftosa en cultivos celulares e ¡n vivo por interferón 


El tratamiento de células BHK2, (Razi) con 
interferón podría no inhibir muestras de tres cepas 
de vacuna (tipo O, A y C) del virus de la fiebre 
aftosa ni la desintegración intracelular, pero pare- 
ció bloquear la replicación viral. Repitiendo la 
experiencia in vivo, dosis repetidas de interferón 
protegieron algunos cobayos del aparecimiento de 
lesiones primarias así como de las secundarias de 
una cepa (tipo O) virulenta. 


Nature of inhibition of foot and mouth disease 
virus (FMDV) in cell cultures and jn vivo by chick 
interferon 

Treatment of BHK2, (Razi) cells with chick 
interferon would neither inhibit the uptake of 3 
vaccine strains (type O, A and C) of aphthovirus 
nor their intracellular disintegration, but it seemed 
to block of viral replication. In the in vivo system, 
repeated doses of interferon protected some 
guinea pigs from the primary as well as secondary 
lesions of a virulent (type O) strain. 


MARCOVECCHIO, F.E., RIVENSON, S., BORCA, M.V., GAGGINO, O.P. 
Texto en español. Rev. Med. Vet. 64: 337-339, 1983. (FMD Bull. Wellcome 23 (1): 85/6, 1985). 
[Virology Department, CICV, INTA, Castelar (1712), Buenos Aires, Argentina] 


Selección de emulsiones por su potencia inmuno- 
génica contra la fiebre aftosa en cobayos 


Los niveles de protección inducidos por vacunas 
experimentales de emulsión agua-en-aceite conte- 
niendo cantidades iguales de antígeno viral de la 
fiebre aftosa fueron determinados en cobayos a 
los 30 días posvacunación. Fueron comparadas 
cuatro formulaciones diferentes en las cuales la 
fase oleosa contenía Markol 52, Arlacel C y Tween 
81 y en las cuales la fase acuosa contenia 30%, 
40%, 50% y 60% del volumen total, respectivamen- 
te. Los resultados de las pruebas de potencia 
mostraron que las vacunas que contenían 40% y 


Selection of emulsions for their immunogenic 
potency against foot and mouth disease in guinea 
pigs 

The levels of protection induced by experi- 
mental water-in-oil emulsion vaccines containing 
equal amounts of foot and mouth disease viral 
antigen were determined in guinea pigs at 30 days 
post vaccination. Four different formulations were 
compared in which the oil phase contained Markol 
52, Arlacel C and Tween 81 and in which the 
aqueous phase comprised 30%, 40%, 50% and 60% 
of the total volume, respectively. The results of 
the potency assays showed that the vaccines 
containing 40% and 50% aqueous phase performed 
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50% de la fase acuosa fueron igualmente eficaces 
y dieron potencias 1,4 veces más elevadas que la 
vacuna con 30% de la fase acuosa y 2,7 veces más 
elevadas que la vacuna con 60% de fase acuosa. 


OLAH, M., PANJEVIC, D. 
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equally well and gave potencies 1.4 times higher 
than the 30% aqueous phase vaccine and 2.7 times 
higher than the 60% aqueous phase vaccine. 


Texto en inglés. Praxis Veterinaria 32 (1/3): 121-128, 1984. (Vet. Bull. 55 (1): abst. 201, 1985). 


[Naucni Inst. za Veterinarstvo, Novi Sad, Yugoslavia] 


Respuesta inmunitaria de porcinos después de 
vacunación simultánea contra peste porcina y 
fiebre aftosa 

La vacuna contra la peste porcina ‘K-Lavir' 
(virus vivo) y/o la vacuna monovalente tipo O 
contra la fiebre aftosa o ta trivalente OAC fueron 
inoculadas en 28 cerdos de 3-4 meses de edad. Los 
cerdos que recibieron ambas vacunas resistierc:: el 
desafío con virus virulento de la peste porcina a los 
47 días más tarde, pero tuvieron una reducción de 
44% en los títulos de anticuerpos neutralizantes 
con la vacuna monovalente O, mientras que las 
reducciones de los títulos con la vacuna trivalente 
OAC fueron 28%, 25% y 39% respectivamente. 
La inoculación simultánea de estas vacunas puede 
ser recomendada sólo para rebaños amenazados 
por ambas enfermedades. 


Immune response of swine after simultaneous vac- 
cination against swine fever and foot and mouth 
disease 

The ‘k-Lavir’ live swine fever vaccine, and/or a 
monovalent type O aphthovirus vaccine or a tri- 
valent OAC vaccine were tested in 28 pigs aged 
3-4 months. Pigs receiving both swine fever and 
aphthovirus vaccines all resisted challenge with 
virulent swine fever virus 47 days later, but had 
a 44% reduction in neutralizing antibody titre to 
the monovalent O vaccine, while the respective 
titre reductions to the trivalent OAC vaccine were 
28%, 25% and 39%. Simultaneous administration 
of these vaccines can be recommended only in 
herds threatened by both diseases. 


OULDRIDGE, E.J., BARNETT, P.V., PARRY, N.R., SYRED, A., HEAD., M., RWEYEMAMU, M.M. 
Texto en inglés. J. gen. Virol. 65: 203-207, 1984. [Wellcome Biotechnology Ltd., Wellcome Foot 
and Mouth Disease Vaccine Laboratory, Pirbright, Woking, Surrey, GU24 ONQ, UK] 


Demostración de epitopes neutralizantes y no neu- 
tralizantes en el sitio sensible a la tripsina del virus 
de la fiebre aftosa 

El aislamiento de anticuerpos monoclonales 
dirigido contra el sitio sensible a la tripsina en la 
partícula 140S del virus de la fiebre aftosa ha 
posibilitado la demostración de por lo menos tres 
epítopes distintos en ese sitio. Reacción con dos 
de éstos resultó en neutralización de infecciosidad 
del virus. Ninguno de los epítopes pareció estar 
presente en las partículas 12S, y uno de los epíto- 
pes neutralizantes fue sensible a cambios aún más 
moderados de configuración de la partícula. 


Demonstration of neutralizing and non-neutralizing 
epitopes on the trypsin-sensitive site of foot and 
mouth disease virus 

The isolation of monoclonal antibodies directed 
against the trypsin-sensitive site on the 140S par- 
ticle of foot and mouth disease virus (FMDV) 
has enabled the demonstration of at least three 


‘distinct epitopes within this site. Reaction with 


two of these resulted in neutralization of virus 
infectivity. None of the epitopes appeared to be 
present on the 12S particles, and one of the neu- 
tralizing epitopes was sensitive to even milder 
configurational changes of the particle. 
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OULDRIDGE, E.J., BARNETT, P.V., HINGLEY, P.J., RWEYEMAMU, M.M. 
Texto en inglés. J. Biol. Stand. 12: 367-377, 1984. [Wellcome Biotechnology Ltd., Wellcome Foot 
and Mouth Disease Vaccine Laboratory, Pirbright, Woking, Surrey, UK] 


La diferenciación de capas de virus de la fiebre 
aftosa usando un modelo de saturación en un en- 
sayo indirecto “sandwich” de inmunoabsorbencia 
unida a una enzima 

Curvas de saturación sigmoides fueron ajustadas 
a los resultados de titulaciones de antisuero de vi- 
rus de la fiebre aftosa contra las cepas de virus ho- 
mólogas y heterólogas. La diferenciación de las ce- 
pas fue claramente evidente en los diferentes nive- 
les de las curvas homólogas y heterólogas. Estas di- 
ferencias podrían ser cuantificadas por compara- 
ción de los parámetros de la curva de saturación K 
y PR max: Se investigaron los factores que afectan 
las variaciones de los parámetros K y PRmax Y su 
significado biológico por la variación de la primera 
fase del anticuerpo y el antígeno usado en la prue- 
ba. Se encontró que el parámetro PR max represen- 
tó una combinación potencial de! antígeno con 
ambas muestras de suero usadas en la prueba "san- 
dwich”.K, que fue teóricamente una medida de 
afinidad, también reflejó título de anticuerpo. Las 
relaciones encontradas, medidas usando este mode- 
lo, correlacionaron con el sistema de microneutra- 
lización bidimensional de la prueba de referencia. 


POLATNICK, J. 8 WOOD, S.H. 


The diferentiation of foot and mouth disease virus 
strains using an indirect sandwich enzyme-linked 
immunosorbent assay saturation model 


Sigmoid saturation curves were fitted to the 
results of titrations of antiserum to foot and 
mouth disease virus against homologous and 
heterologous virus strains. Differentiation of 
strains was readily evident from the different levels 
of the homologous and heterologous curves. These 
differences could be quantified by comparison of 
the saturation curve parameters K_and PRmax- 
Factors which affect variations in K and PRmax 
and their biological significance were investigated 
by varying the first phase antibody and the antigen 
used in the test. PRmax was found to represent an 
overall combining potential of the antigen with 
both sera used in the sandwich test. K, which was 
theoretically a measure of affinity, also reflected 
antibody titre. Relationships measured using 
this model were found to correlate with the 
reference test system —two-dimensional micro- 
neutralization. 


Texto en inglés. Fed. Proc. 42: 2139, 1984. (FMD Bull. Wellcome 23 (2): 85/18, 1985). [Plum Island 


Animal Disease Center, Greenport, New York, USA] 


Cambios morfológicos en células infectadas con 
virus de la fiebre aftosa y el rol del aparato de 
Golgi 

Células de cultivos de rifión de bovino, rifión de 
cerdo y tiroideas de ternero infectadas con virus 
de la fiebre aftosa fueron examinadas para com- 
probar cambios en su superficie o en su estructu- 
ra interna. Los diferentes tipos de células mostra- 
ron la misma secuencia de cambios morfológicos 
pero respondieron de forma diferente a la infec- 
ción con respecto al tiempo. Los cambios super- 
ficiales provenían de células achatadas muy unidas 
unas a otras a células con microcilios extendién- 
dose de sus superficies y de las células redondea- 
das con microcilios y gemas conteniendo virus. 


Morphological changes in cells infected with foot 
and mouth disease virus and the role of the Golgi 
apparatus 

Cultures of bovine kidney, pig kidney and 
calf thyroid cells were infected with foot and 
mouth disease virus and examined for surface and 
internai ultrastructural changes. The different cell 
types showed the same sequence of morphological 
changes but responded differently to infection 
with respect to time. The surface changes pro- 
ceeded from flattened cells closely attached to 
one another to cells with microvilli extending 
from their surfaces and on to rounded cells with 
microvilli and virus-containing buds. Internal 
changes showed increasing amounts of smooth 
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Los cambios internos mostraron grandes cantida- 
des de vacuola de membranas lisas con la polime- 
rasa inducida del ARN viral y gemas con particulas 
de virales internas. El aparato del Golgi fue aislado 
de células BHK por centrifugación a través de gra- 
dientes discontinuos de sucrosa como fue descrito 
en la literatura y muestras de proteínas marcacz 
con tritium fueron analizadas por autoradiogramas 
electroforéticos en gel de poliacrilamida. Estudios 
de marca de pasaje mostraron que la polimerasa 
inducida del ARN viral pasó a través de Golgi 
cuando la infección progresó. Algunas envolturas 
de las proteínas virales fueron también asociadas 
con el aparato de Golgi así como otras proteínas 
aún no identificadas. Marcación inmune de apara- 
tos de Golgi aislados e in situ sirvieron además 
para confirmar la presencia de la polimerasa del 
ARN viral. 


RIVENSON, S. 8: MARCOVECCHIO, F.E. 
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membranous vacuoles lined with the viral-induced 
RNA polymerase and buds with viral particles 
inside. The Golgi apparatus was isolated from 
infected baby hamster kidney cells by centrifu- 
gation through discontinuous sucrose gradients 
as described in the literature and tritium-labeled 
protein samples were analysed by polyacrylamide 
gel electrophoretic autoradiograms. Pulse-chase 
studies showed that the viral-induced RNA poly- 
merase passed through the Golgi as infection 
progressed. Some viral coat oroteins were also 
associated with the Golgi as were other as yet 
unidentified viral proteins. Imrnune labeling of 
isclated and in situ Golgi served additionally to 
confirm the presence of the viral RNA polymerase. 


Texto en español. Vet. Arg. 5: 468-479, 1984. [Depto. de Virología, CICV — INTA — Castelar 1712 


Villa Udaondo — Pcia. de Buenos Aires, Argentina] 


La respuesta inmune del ratón lactante a la vacuna 
antiaftosa 

Pese a la inmadurez inmunológica del ratón 
lactante, se ensayaron distintos modelos de inmu- 
nización con diferentes tipos de vacunas antiaf- 
tosas experimentales, monovalentes, a virus 
A24-8345, A79 y O, Campos, para estudiar la 
respuesta inmune por porcentaje de protección y 
producción de anticuerpos neutralizantes, con 
resultados significativamente positivos. Se encon- 
tró el máximo de respuesta con el esquema de in- 
munización siguiente: inoculación intramuscular 
de 0,10 a 0,20 ml de vacuna en lactantes de 6 días 
de edad y enfrentamiento con aproximadamente 
1000 DIRL 50% a los 11 días de edad, por vía 
intraperitoneal, utilizando cepas víricas de origen 
bovino, con no más de tres pasajes en cultivos 
celulares BHK 21. La descarga de virus se efectuó a 
los 11 días de edad de los lactantes, 5 días poste- 
riores a la inmunización, para evitar una posible 
interacción de la actividad protectora, con la 
progresiva declinación de la susceptibilidad de los 
lactantes frente a los virus aftosos. La protección, 
evaluada en porcentaje de lactantes muertos en los 
10 días posteriores al enfrentamiento viral, fue del 


Immune response in suckling mice to foot and 
mouth disease vaccine 

Several immunization schemes against foot-and- 
mouth disease virus (FMDV) were assayed in 
suckling mice employing different experimental 
monovalent vaccines. The virus strains used were 
A24-8345, A79 and O;-Campos all of them iso- 
lated from cattle samples and passaged no more 
than 3 times in BHK-21 cells. The response was 
measured as percentage of protection and neu- 
tralizing antibody production. Encouraging results 
were obtained in spite of the expected immunol- 
ogical immaturity of the animal model chosen. 
Maximal protection was observed when 6 days 
old mice were inoculated intramuscularly with 
0.1-0.2 ml of vaccine and challenged 5 days later 
with 1000 SMLD 50% of virus injected intraperito- 
neally. The challenge was done at 11 days of age 
in order to avoid any possible interference in the 
experimental results due to the declining suscep- 
tibility of mice to FMDV after that time. Protec- 
tion, measured as percentage of survivors in the 
first 10 days after challenge, was 100% for all 
vaccines diluted up to 1:16. Higher dilutions 
resulted in poorer protection. At day 5 after 
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100% hasta diluciones de 1/16 de las vacunas utili- 
zadas, disminuyendo con diluciones mayores. Los 
índices seroneutralizantes al quinto día de la inmu- 
nización, alcanzaron valores no inferiores a 2,45 
para la mezcla de antisueros diluída 1/10, de los 
lotes de lactantes en ensayo, tratados con vacuna 
sin diluir. Es un método sensible, específico, sim- 
ple práctico y económico, que abre un campo 
con varias posibilidades: a) evaluar la calidad de las 
vacunas antiaftosas comerciales, si se comprueba 
una adecuada correlación con los ensayos en 
bovinos; b) estudiar otros aspectos de la respuesta 
inmune a la vacuna antiaftosa; c) extender el 
estudio a otros tipos de vacunas. 
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vaccination, neutralizing indexes reached figures 
of 2.45 and higher in 1:10 dilutions of pooled sera 
from animals immunized with undiluted vaccine. 
The experimental model presented herein proved 
to be sensitive, specific, simple, practical and 
economical. Provided its correlation with similar 
assays in cattle, it could be of great use for: a) the 
evaluation of commercial anti-FMDV vaccines, 
b) the study of other aspects of the immune 
response to FMDV and c) the evaluation of vac- 
cines to microorganisms other than FMDV. 


RIVENSON, S., MARCOVECCHIO, F.E., ZABAL, O., SADIR, A.M., BORCA, M.V., LAPORTE, O. 
Texto en español. Gac. vet. 44: 74-83, 1982. (FMD Bull. Wellcome 23 (1): 85/4, 1985). [Depto. de 
Virología, CICV — INTA — Castelar 1712 Villa Udaondo — Pcia. de Buenos Aires, Argentina] 


Ensayos comparativos en cobayos y bovinos de 
una vacuna antiaftosa emulsionada con adyuvante 
oleoso sintético e hidróxido de aluminio 
Utilizando una formulación adecuada: adyuvan- 
tes oleosos tipo marco! 52, o polibuteno O, aceite 
sintético, polímero de isobutenos de fórmula quí- 
mica definida; una suspensión de antígenos aftosos 
concentrados en hidróxido de aluminio, y emul- 
gentes apropiados tipo arlacel C y tween 81, se 
obtuvieron vacunas emulsionadas tipo agua en 
aceite, estables y de baja viscosidad relativa. Ensa- 
yadas comparativamente frente a una vacuna pa- 
trón conteniendo marcol 52, sin hidróxido de alu- 
minio, en controles realizados en cobayos, en bovi- 
nos enfrentados a los 30 y 180 días con virus Aza 
(8345), y por evaluación de anticuerpos neutrali- 
zantes, se comprobó: a) el polibuteno O tiene una 
acción potenciadora de la inmunidad, similar al 
marcol 52. b) la incorporación de hidróxido de 
aluminio permitió concentrar antígenos e incre- 
mentar la acción inmunogénica de ambas vacunas, 
c) la protección en bovinos de las dos vacunas con 
marco! 52, polibuteno O, e hidróxido de aluminio, 
fue de 100% a los 30 y 180 días, con bajo porcen- 
taje de lesiones ¡ocales en lengua. Los promedios 
de los niveles de anticuerpos neutralizantes fueron 
elevados, y persistieron durante los 180 días del 
ensayo, d) la fuerte reacción en el inóculo, a la 


Comparative tests in guinea pigs and cattle of a 
foot and mouth disease vaccine emulsified with 
synthetic oil adyuvant and aluminum hydroxide 
The experiment was carried utilising the fol- 
lowing components: oil adyuvants like marcol 52 
or polybutene 0, synthetic oil, a polymer of isobu- 
tenes of defined chemical formula; a suspension of 
concentrated foot and mouth disease antigens in 
aluminum hydroxide; and adequate emulsifiers 
like arlacel C and tween 81. Stable and low relative 
viscosity emulsified vaccines were obtained. The 
control against a vaccine containing marcol 52 but 
no aluminum hydroxide, in guinea pigs and cattle, 
challenged at 30 and 180 days to virus A24 
(8345), and the evaluation of neutralizing anti- 
bodies, proved that: a) similarly to marcol 52, 
polybutene O enhanced immunity, b) the addi- 
tion of aluminum hydroxide allowed to con- 
centrate antigens and to increase the immunogenic 
action of both vaccines, c) protection given to 
cattle by two vaccines with marcol 52, poly- 
buten2 O and aluminum hydroxide was 100% 
at 30 and 180 days, with tongue lesiones appear- 
ing in few cases. Average levels of neutralizing 
antibodies persisted at high levels throughout 
the 180 days test period, d) the local strong reac- 
tion with the 5ml subcutaneous dose may be 
reduced by diminishing the injection to 3 ml and 
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dosis de 5 ml por via subcutánea, puede reducirse 
disminuyendo la dosis de la vacuna a 3 ml, com- 
pensando la inmunogenicidad con una mayor con- 
centración de antígeno. 


RWEYEMAMU, M.M. 
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compensating the immunogenicity with a higher 
antigen concentration. 


Texto en inglés. Prev. Vet. Med. 2: 329-340, 1984. [Wellcome Biotechnology Ltd., Pirbright, Woking, 


Surrey, UK] 


Estrategias de control de la fiebre aftosa en Africa 

Las estrategias de control de la fiebre aftosa en 
Africa son dificultadas por las características espe- 
ciales y su control que son peculiares a Africa. Seis 
de los siete serotipos de virus de la fiebre aftosa 
ocurren en Africa y se han demostrado amplias 
variaciones antigénicas dentro de cada serotipo. 
Esto, entre otros factores, ha necesitado cambios 
constantes en los tipos de virus componentes de la 
vacuna. Estudios serológicos recientes indicaron la 
posibilidad de racionalizar la selección de los v:rus 
vacunales a algunas cepas básicas. Debido a las 
limitadas facilidades de laboratorio están faltando 
estudios epidemiológicos detallados. Se da énfasis 
a la necesidad de una red nacional de laboratorios 
de diagnóstico en Africa, coordinada a través de 
un centro regional internacional de diagnóstico 
de fiebre aftosa. Se discute el rol del movimiento 
de animales de diferentes formas y mamíferos sal- 
vajes en la diseminación del virus. Se describen 
ejemplos de programas efectivos de control de la 
fiebre aftosa en el norte, este y sur de Africa. Se 
acentúa que un gran esfuerzo será necesario en la 
coordinación regional de programas de control de 
la fiebre aftosa. 


Foot and mouth disease control strategies in Africa 

Foot and mouth disease control strategies in 
Africa are complicated by special features of the 
disease and its control which are peculiar to 
Africa. Six of the seven serotypes of foot and 
mouth disease virus are known to occur in Africa 
and within each serotype wide antigenic variations 
have been demonstrated. This among other factors 
has necessitated constant changes in vaccine 
viruses. Recent serological studies indicated the 
possibility of rationalising the selection of vaccine 
viruses to a few baseline strains. Detailed epide- 
miological studies are !acking in view of the 
limited laboratory facilities. The necessity for a 
network of national diagnostic laboratories co- 
ordinated through an international regional FMD 
reference centre in Africa is stressed. The role of 
animal movements of different forms and wild- 
life mammals in virus dissemination is discussed. 
Examples of effective FMD control programmes in 
Northern, Eastern and Southern Africa are des- 
cribed. It is stressed that a greater effort will be 
required in regional coordination of FMD control 
programmes. 


RWEYEMAMU, M.M., BLACK, L., BOGE, A., THORNE, A.C., TERRY, G.M. 
Texto en inglés. J. Biol. Stand. 12: 111-120, 1984. [Wellcome Biotechnology Ltd., Pirbright, Woking, 


Surrey, UK] 


La relación entre la dosis de vacunas antiaftosa 
acuosas con antigeno 140S y la respuesta de anti- 
cuerpos séricos de bovinos 

Grupos de ocho 6 12 bovinos fueron inoculados 
con diluciones de vacunas acuosas saponinadas 
conteniendo 329 760, 9160 y 7rig del antígeno 
140S de la cepa antiaftosa O, BFS 1860 por dosis. 
Cuatro meses más tarde los animales fueron sub- 
divididos en grupos de cuatro y revacunados con 


The relationship between the 140$ antigen dose in 
aqueous foot and mouth disease vaccines and the 
serum antibody response of cattle 

Groups of eight or 12 cattle were injected with 
dilutions of aqueous saponized vaccines containing 
329 760, 9160 and 7ng of 140S O,¡BFS 1860 
strain foot and mouth disease antigen per dose. 
Four months later the animals were subdivided 
into groups of four and revaccinated with vaccines 
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vacunas conteniendo 329 760 y 42ng de antígeno 
por dosis. La respuesta de la actividad de anticuer- 
po neutralizante fue establecida recolectando 
muestras de suero de los animales y examinándo- 
las. Los resultados mostraron que después de la 
primera vacunación la dosis de antígeno en las 
vacunas tuvo influencia en el período temprano de 
protección, se alcanzó el pico de los títulos de 
anticuerpos y probablemente, la duración de la 
inmunidad. A los 21 días de la vacunación, el log 
de la curva de la respuesta antígeno-anticuerpo fue 
linear entre 7 y 9160ng, con una inclinación de 
0,53, indicando que cada vez que se duplicaba la 
dosis del antígeno vacunal se producía un aumento 
de 0,16 log10SNso en el promedio del título del 
anticuerpo sérico. La respuesta secundaria fue 
influida por la dosis de antígeno en la segunda va- 
cunación y en un menor grado también por la de 
la primera vacunación. 


containing 329 760 and 42nq of antigen per dose. 
Responses were established by taking serum sam- 
ples from the animals periodically and examining 
these for neutralizing antibody activity. The 
results showed that after primary vaccination the 
dose of antigen in vaccines influenced the earliest 
time of protection, the peak antibody titres 
attained and probably, the duration of immunity. 
At 21 days after vaccination the log antigen- 
antibody response slope was linear between 7 and 
9160ng, with an inclination of 0.53, indicating 
that every doubling of the vaccine antigen dose 
produced an increase of 0.16 logioSNso in the 
mean serum antibody titre. The secondary res- 
ponse was influenced by the antigen dose in the 
second vaccination and to a lesser extent by that 
in the first vaccination also. 


SCODELLER, E.A., LEBENDIKER, M.A., DUBRA, M.S., CRESPO, O.A., BASARAB, O., LA TORRE, 


J.L., VASQUEZ, C. 


Texto en inglés. J. Gen. Virol. 65: 1567-1573, 1984. [Centro de Virología Animal, Serrano 661, 1414 


Capital Federal, Argentina] 


Inactivación de cepas de virus de vacunas de la 
fiebre aftosa por activación de la endonucleasa 
asociada al virus 

Se ha desarrollado un nuevo proceso de inacti- 
vación del virus de la fiebre aftosa. Este proceso 
está basado en la activación de la endonucleasa del 
virus aftoso por la incubación de la suspensión 
viral sin fraccionar o viriones purificados a 370C 
en presencia de altas concentraciones de cationes 
monovalentes tales como K*, Cs, o NH4* a un pH 
de 8,5. Este procedimiento inactivó completamen- 
te varias cepas de vacuna antiaftosa alcanzando 
preparaciones con cantidades similares de particu- 
las 140S en los controles sin tratar. La inactivación 
fue seguida de curvas kinéticas de primer orden y 
la tasa de inactivación fue más rápida que la alcan- 
zada con otros agentes, ejemplo etilenimina bina- 
ria. Pruebas en ratones lactantes o cultivos celula- 
res no revelaron infecciosidad residual después de 
la inactivación. Partículas de virus purificadas de 
preparaciones inactivadas mostraron (i) el mismo 
coeficiente de inactivación que las preparaciones 
sin inactivar, (ii) modelos electroforéticos de los 


Inactivation of foot and mouth disease virus 
vaccine strains by activation of virus-associated 
endonuclease 

A new inactivation process for foot and mouth 
disease virus (FMDV) has been developed. This 
process is based on the activation of the FMDV 
endonuclease by incubation of infractionated viral 
suspension or purified virions at 37°C in the 
presence of high concentrations of monovalent 
cations such as Kt, Cs, or NH,* at pH 8.5. This 
procedure completely inactivated several FMDV 
vaccine strains yielding preparations having similar 
amounts of 140S particles to untreated controls. 
The inactivation followed first-order kinetics and 
the rate of inactivation was faster than that 
achieved with other agents, e.g. binary ethyle- 
neimine. Testing in suckling mice or tissue culture 
revealed no residual infectivity after inactivatin::. 
Virus particles purified from inactivated prepara- 
tions showed (i) the same sedimentation coef- 
ficient as non-inactivated preparations, (ii) elec- 
trophoretic patterns of their viral capsid proteins 
identical to those derived from non-inactivated 
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cápsides de las proteínas virales idénticos a los de- 
rivados de las preparaciones sin inactivar, y (iii) 
degradación extensiva del ARN viral 35S. Este 
método es más seguro que la inactivación con azi- 
ridinas debido a que en el proceso sólo se usan 
agentes químicos inocuos. 


SHARIPOV, Sh. N., 
ONUFRIEV, V.P. 


GORSKIf, B.V., 


PRONIN, 1.A., 
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preparations, and (iii) extensive degradation of the 
35S viral RNA. This method is safer than inactiva- 


tion with aziridines because only innocuous 
chemicals are used in the process. 
YUSUPOV, R. Kh., DUDNIKOV, A.l., 


Texto en ruso. Sbor. Nau. Trud. Kaz. Vet. Inst. 43-48, 1983. (Vet. Bull. 55 (7): abst. 4199, 1985). 


[Vet. Inst., Kazan, USSR] 


Resultados de investigaciones sobre inmunización 
simultánea de cerdos contra la fiebre aftosa, peste 
porcina y enfermedad de Aujeszky 

Entre 1976 y 1980, el Instituto de Veterinaria 
Kazan y el Instituto de Fiebre Aftosa All-Union 
realizaron experimentos de inmunización de 430 
cerdos de varias edades con vacuna antiaftosa 
emulsificada preparada con el virus aftoso A22 
lapinizado, vacuna congelada en seco contra la 
peste porcina preparada con la cepa china de 
virus lapinizado, y vacuna viva atenuada contra 
la enfermedad de Aujeszky del virus herpes cepa 
BUK-628. Las tres vacunas fueron mezcladas 2 h 
antes de ser usadas, o fueron mezcladas en la 
jeringa en el momento de la inoculación vía in- 
tramuscular. Se confirmó la seguridad y la efica- 
cia del procedimiento. La inmunidad a los tres 
virus duró por lo menos 6-7 meses (límite de la 
observación), costando la inmunización de 1000 
cerdos 358 rublos. 


SHAZHKO, Zh. A., MISHCHENKO, V.A. 


Results of research on simultaneous immunization 
of pigs against foot and mouth disease, swine fever 
and Aujeszky's disease 

Experiments were conducted between 1976 
and 1980, by the Kazan Veterinary Institute and 
the All-Union Foot-and-Mouth Disease institute, 
on the immunization of 430 pias of various ages 
with an emulsified FMD vaccine prepared from 
lapinized A2 aphthovirus, freeze-dried swine 
fever vaccine prepared from the Chinese strain of 
lapinized virus, and live, attenuated Aujeszky's 
disease herpesvirus of strain BUK-628. The three 
vaccines were mixed 2 h before use, or were mixed 
in the syringe at the time of intramuscular injec- 
tion. A second dose was given 15 days after the 
first. The safety and efficacy of the procedure was 
confirmed. Immunity to the 3 viruses lasted for 
at least 6-7 months (limit of observation). It cost 
358 roubles to immunize 1000 pigs. 


Texto en ruso. Veterinariya 1: 70-71, 1984. (Vet. Bull. 54 (6): 3203, 1984). [Vsesoyuznyi Yashc. 


Inst., gorod Vladimir, p/o Yur'evets, USSR] 


Mejoramiento de la sensibilidad de la prueba de in- 
munodifusion radial para los anticuerpos al virus 
de la fiebre aftosa 

Los títulos de inmunodifusión radial de sueros 
de 200 bovinos vacunados anteriormente a los 
7-21 días y de 30 que se recuperaron de fiebre 
aftosa estaban directamente relacionados con la 
actividad fijadcra del complemento del antígeno 
usado. Al aumentar la cantidad de antígeno de 4 a 
7 mm, el número de sueros positivos de animales 
recientemente vacunados duplicó. Los resultados 


Improving the sensitivity of the radial immunod!:f. 
fusion test for antibodies to aphthovirus 


Radial immunodifusion titres of serum fion: 
200 cattle vaccinated 7-21 days beforehand and 
from 30 which had recovered from foot and 
mouth disease were directly related to comple- 
ment-fixing activity of the antigen used. Enlarging 
the antigen-containing well from 4 to 7 mm 
diameter doubled the number of positive sera from 
recently vaccinated animals. Results read after 
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después de 48 h dieron 12-32% más resultados po- 
sitivos que los de las lecturas después de 12h, 
mientras que los leídos después de 96h fueron 
13-50% mas elevados que a las 48 h. En un estudio 
comparativo de sueros de 100 animales vacunados 
y 86 convalecientes, la prueba de inmunodifusión 
radial dio 88,4% resultados positivos, la prueba de 
inhibición por fijación del complemento dio 
73,5%, la prueba de precipitación en gel 72,2%, y 
la prueba de seroneutralización 100%. 
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48 h gave 12-32% more positive results than those 
read after 12 h, while those read after 96 h were 
13-50% higher than at 48h. In a comparative 
study of sera from 100 vaccinated and 86 conva- 
lescent animals, the radial immunodiffusion test 
gave 88.4% positive results, complement fixation 
inhibition test 73.5%, gel diffusion precipitation 
test 72.2% and serum neutralization test 100%. 


SHIRE, S.J., BOCK, L., OGEZ, J., BUILDER, S., KLEID, D., MOORE, D.M. 
Texto en inglés. Biochemistry 23 (26): 6474-6480, 1984 (Vet. Bull. 55 (5): Abstr. 2728, 1985). 
[Genentech, Inc., South San Francisco, California 94080, USA] 


Purificación e inmunogenicidad de la proteína de 
fusión VP1 del virus de la fiebre aftosa 

Se desarrolló un procedimiento para purificar 
antígenos de superficie VP1 del virus de la fiebre 
aftosa provenientes de Escherichia coli recombi- 
nante. Los antígenos VP1 son expresados como 
proteínas de fusión derivadas del operón Trp de 
E. coli y la superficie de la proteína VP1 de virus 
de la fiebre aftosa. La recuperación del producto 
deseado es de >96%, a un grado de pureza de 
>96%. Los antígenos resultantes inducen anti- 
cuerpos neutralizantes de virus en cobayos y 
bovinos de acuerdo con la prueba de seroprotec- 
ción. Contaminantes E. co/i tienen un efecto dele- 
téreo en la cromatografía del intercambio del 
ión así como en la imunogenicidad de los antíge- 
nos VP1 de fusión expresados. El método remueve 
los contaminantes E. coli, produciendo proteínas 
VP1 de fusión que son inmunológicamente poten- 
tes. En particular, los títulos de neutralización de 
virus a una dosis de 100-ug de las proteínas VP1 
de fusión de los serotipos O, y A24 son similares 
a los inducidos por la proteína VP1 natural ais- 
lada de viriones aftosos. 


SINGH, E.L., DULAC, G.C., HARE, W.C.D. 


Purification and immunogenicity of fusion VP1 
protein of foot and mouth disease virus 

A procedure was developed to purify foot and 
mouth disease virus (FMDV) VP1 surface antigens 
from recombinant Escherichia coli. The VP1 
antigens are expressed as fusion proteins derived 
from the E. coli Trp operon and VP1 surface 
protein of FMDV. Recovery is >96% of the de- 
sired product at a purity of >96%. The resulting 
antigens induce virus-neutralizing antibody in 
guinea pigs and cattle as determined by a mouse 
protection assay. E. coli contaminants have a 
deleterious effect on ion-exchange chromato- 
graphy as well as immunogenicity of the expressed 
fusion VP1 antigens. The method removes E. coli 
contaminants, yielding fusion VP1 proteins which 
are immunogenically potent. In particular, virus 
neutralization titres at 100-9 dosage of the fusion 
VP1 proteins of the O; and A24 serotypes are 
similar to that induced by the natural VP1 pro- 
teins isolated from FMD virions. 


Texto en inglés. Theriogenology 22 (6): 693-700, 1984. (Vet. Bull. 55 (6): abst. 3531, 1985). [Anim. 
Disease Research Institute, PO Box 11300, Station ‘H’, Nepean, Ontario K2H 8P9, Canada] 


Transferencia de embriones como un medio para 
controlar la transmisión de enfermedades virales. 


Embryo transfer as a means of controlling the 
transmission of viral infections. V. The jn vitro 
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V. Exposición in vitro de la zona pelúcida intac- 
ta de embriones de cerdos al virus de la peste por- 
cina africana 

El virus de la peste porcina africana fue detec- 
tado sobre o en embriones de cerdos con una zona 
pelúcida intacta, expuestos a una dosis de virus de 
peste porcina africana de hemoadsorción de 10%-* 
durante 18 horas. Estos embriones fueron lavados 
y luego cultivados. Después del lavado, 38 de 40 
embriones retuvieron el virus infeccioso. La apli- 
cación en los embriones de papaína, EDTA o 
ficina no tuvo efecto en la retención del virus, 
mientras que el tratamiento con tripsina o pronasa 
redujo el número de embriones portadores de virus 
detectable (30% en vez de 95%) y disminuyó la 
cantidad de virus en los embriones. La mayoría de 
los virus si bien no todos, pareció estar ligada a 
la zona pelúcida. 


exposure of zona pellucida-intact porcine embryos 
to African swine fever virus 


African swine fever virus was detected on or in 
porcine embryos having an intact zona pellucida, 
exposed to 10%: haemadsorption dose of ASFV 
for 18 hours, washed and then cultured. 38 of 
40 embryos retained infectious virus after wash- 
ing. Treating the embryos with papain, EDTA or 
ficin had no effect on the retained virus, whereas 
treating them with trypsin or pronase reduced the 
number of embryos carrying detectable virus (30% 
instead of 95%) and lowered the amount of virus 
on the embryos. Most, if not all of the virus 
seemed to be bound to the zona pellucida. 


WALKER, J.S., LEEUW, P.W. de, CALLIS, J.J., van BEKKUM, J.G. 
Texto en inglés. J. Biol. Stand. 12: 185-189, 1984. [Plum island Animal Disease Center, Greenport, 


NY, USA] 


Curva de tiempo de inactivación termal del virus 
de la fiebre aftosa contenido en leche infectada 
en forma primaria 

Leche total y crema obtenidas de vacas después 
de inoculación vía intramamaria e intravenosa con 
virus de la fiebre aftosa (leche infectada en forma 
primaria) fueron expuestas a varias temperaturas 
oscilando de 80 a 148°C durante varios tiempos 
entre 2,5 s a 27 min y luego verificada la infeccio- 
sidad viral. El promedio de título antes del trata- 
miento de 53 lotes de leche fue de 10° 'º unidades 
formadoras de placas de virus por mililitro (osci- 
lando entre 10°’ - 1098). La curva de tiempo de 
inactivación fue representada usando los datos 
obtenidos y demuestra que para inactivar el virus 
son necesarios arriba de 20 min de tiempo a ‘bajas’ 
temperaturas (100°C) mientras que a una tempe- 
ratura de 148°C, 2,5 son suficientes. 


The thermal death time curve for foot and mouth 
disease virus contained in primarily infected 
milk 

Whole and skim milk obtained from cows after 
intramammary and intravenous inoculation with 
foot and mouth disease virus (primarily infected 
milk) were exposed to various temperatures 
ranging from 80 to 148°C for various times 
ranging from 2.5 s to 27 min then tested for viral 
infectivity. The average pretreatment titre of the 
53 lots of milk used was 10°°? plaque-forming 
units of virus per millilitre (range 10°*7 - 10°°8). 
A thermal death time curve was plotted using the 
data obtained. The curve demonstrates that in 
order to inactivate the virus, times of over 20 min. 
are necessary at ‘low’ temperatures (100°C) while 
2.5 s is sufficient at a temperature of 148°C. 
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YAFAL, A.G., POLACINO, P., KAPLAN, G., PALMA, E.L. 
Texto en espafiol. Rev. Arg. Microbiol. 16 (2): 87-92, 1984. (Vet. Bull. 55 (8): Abstr. 4892, 1985). 
[Centro Investig. Ciencias Veterinarias, Inst. Nac. Tecnol. Agrop., Buenos Aires, Argentina] 


Sintesis de particulas 10S en células infectadas con 
aftovirus 

Extractos de citoplasma fueron preparados de 
células BHK21 clon 13S o células de rifión de feto 
bovino infectadas con virus de la fiebre aftosa tipo 
A24 (cepa Cruzeiro). Se describen las técnicas para 
demostrar la formación de partículas 10S. Se con- 
cluyó que el virus difería de otros picornavirus 
pues estaba formado por 12 pentámeros, con un 
cápside compuesto de 60 subunidades idénticas 
derivadas de 20 trímeros. Esta estructura podría 
explicar la inestabilidad del virus en un pH bajo y 
la elevada densidad de flotación en gradientes de 
cloruro de cesio. 


Synthesis of 10S particles in cells infected with 
aphthovirus 

Extracts of cytoplasm were prepared from 
BHK21 clone 13S cells or bovine fetal kidney cells 
infected with aphthovirus type A24 (Cruzeiro 
strain). Techniques for demonstrating the forma- 
tion of 10S particles were described. It was con- 
cluded that the virus differed from other picorna- 
viruses in being composed of 12 pentamers, with 
a capsid composed of 60 identical subunits derived 
from 20 trimers. This structure could explain the 
instability of the virus at low pH, and the high 
flotation density in caesium chloride gradients. 
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